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Nouveaux variants du polypeptide PapM de bacteries du Renre Streptomvces 

La presente invention conceme de nouveaux variants du polypeptide PapM 
de bacteries du genre Streptomyces possedant une selectivity de substrat et/ou une 
efficacite amelioree par rapport au polypeptide de type sauvage. Elle se rapporte 
5 egalement aux acides nucleiques codant pour ces variants, aux microorganismes 
incorporant ces acides nucleiques et leur utilisation pour la production de 
composantes B des Streptogramines. 

La pristinamycine est un antibiotique qui appartient a la famille des 
streptogramines a laquelle appartiennent aussi la virginiamycine et la mikamycine. 

10 Les streptogramines forment un petit groupe homogene et original d'antibiotiques 
constitues d'une association de deux types de molecules chimiquement tres 
differentes : les streptogramines A sont des macrolactones polyinsaturees et les 
streptogramines B sont des depsipeptides (Cocito C. G. (1979) Microbiol Rev., 43 
: 145-198 ) (Cocito C. G. (1983) In Antibiotics, 6 : (Ed. F. E. Hahn), 296-332.). 

15 Dans le cas de la pristinamycine, les composes A et B sont appelees 
respectivement pristinamycines II (PII) et pristinamycines I (PI) et leurs structures 
sont representees sur les figures 1 et 2. 

Les composes A et B ont une activite antibacterienne synergique et 
bactericide particulierement dirigee contre les bacteries Gram-positive telles que 
20 les Staphylocoques et les Enterocoques (Cocito, 1979). Ces composes agissent en 
se fixant a la sous-unite 5 OS des ribosomes des cellules cibles ce qui provoque une 
inhibition de la synthese proteique (Cocito, 1979) ; (Di Giambattista M., Chinali 
G. et Cocito C. G. (1989) J. Antim. Chemother., 24 : 485-507 ). 

Les Streptogramines sont essentiellement produites par des Actinomycetes. 
25 Plus particulierement, la pristinamycine est produite par la bacterie filamenteuse 
Streptomyces pristinaespiralis sous la forme d'un melange naturel constitue de 30 
% de PI et de 70% de PII (Blanc et al., (1995), J. Bacteriol. 177 (18) : 5206-14). 
Pour chaque type de molecules, plusieurs isoformes sont coproduites comme il est 
frequemment observe pour des metabolites naturels. 

30 Dans le cas des pristinamycines PI (composantes B des pristinamycines), la 

forme majoritairement produite est la PIA qui est constitute des 7 residus suivants 



2 



relies entre eux par des liaisons amidiques et une liaison ester (Figure 2) : acide 3- 
hydroxypicolinique, L-threonine, acide D-aminobutyrique 5 L-proline, 4- 
dimethylamino-L-phenylalanine 5 acide 4-oxo-L-pipecolique et L-phenylglycine. 
Plusieurs isoformes naturelles sont aussi coproduites avec la PIA et correspondent 
5 a des modifications structurales portant principalement sur les residus suivants : 
acide D-aminobutyrique, 4-dimethylamino-L-phenylalanine (L-DMPAPA) et acide 
4-oxo-L-pipecolique (Thibaut et aL, (1997) J. Bacteriol. 179(3) :697-704). Ces 
formes minoritaires sont synthetisees avec des pourcentages variables selon les 
souches de S. pristinaespiralis qui restent globalement de Pordre de quelques 

10 pourcents, la PIA representant de 90% a 95% des PI produites. On remarque en 
particulier que les differentes souches de S. pristinaespiralis synthetisent environ 
5% de PIB qui se differencie de la PIA par la presence d'un 4-methylamino-L- 
phenylalanine (L-MMPAPA) en position 4 du macrocycle (figure 2). Bien que 
minoritaire, la PIB s'est revele etre une molecule particulierement interessante 

1 5 pour ses differentes proprietes pharmacologiques (WO96/052 1 9). 

Un autre analogue de la PIA, la PINH2 qui se differencie par la presence 
d'une 4-amino-L-phenylalanine en position 4 (voir figure 2) presente un interet 
pour elaborer des produits originaux d'hemisynthese. La PINH2 n f a pu etre 
obtenue jusqu'a present que dans un procede dans lequel la 4-amino-L- 
20 phenylalanine est ajoutee dans le milieu de culture de S. pristinaespiralis (WO 
96/01901). 

Plusieurs approches ont ete envisagees pour ameliorer la production de 
Streptogramines, une premiere approche vise a modifier la proportion totale de 
composantes A (pristinamycines II) produites par rapport a la production de 
25 composantes B (pristinamycines I) , une autre approche vise a modifier la 
proportion des differentes isoformes presentes au sein de chaque composantes A 
ou B. Toutefois aucune approche n'a permis a ce jour de produire de maniere 
satisfaisante la pristinamycine PIB qui reste une forme minoritaire des 
composantes B (pristinamycines I) de la pristinamycine. 

30 Une premiere approche decrite dans la demande WO93/20182 consiste 

dans la selection de microorganimes capables de produires specifiquement les 
composantes A ou les composantes B des streptogramines. Ces microorganismes 
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sont obtenus par des techniques classiques de selection comportant une premiere 
etape facultative de mutagenese sur un microorganisme producteur de 
streptogramines et une deuxieme etape d' identification de microorganismes 
produisant de maniere selective Tune ou Pautre des composantes A ou B des 
5 streptogramines. Cette technique permet notamment d'obtenir des souches de S. 
pristinaespiralis produisant selectivement des Pristinamycines PH (composante A) 
ou des pristinamycines PI (composante B). Cependant ce document ne decrit pas 
de souches produisant selectivement des pristinamycines PI avec une proportion 
d' isoformes modifiee en faveur de la forme PIB par rapport a la PIA qui reste 
1 0 touj ours maj oritaire. 

La demande WO 94/08014 decrit Pisolement et 1 5 identification de genes 
codant pour des enzymes impliquees dans la voie de biosynthese des 
composantes A et dans la voie de biosynthese des composantes B des 
streptogramines. Elle decrit egalement Pexpression de ces genes dans le but 

15 d'augmenter les taux de production des composantes A ou B et l'utilisation de 
ces genes pour la construction de mutants bloques a differentes etapes des voies 
de biosynthese des composantes A ou B et conduisant ainsi a P accumulation de 
certains intermediaires de ces voies de biosynthese. Plus particulierement la 
demande WO94/08014 decrit l'isolement et la caracterisation de douze genes 

20 snaA, snaB, snaC, snaD, papA , papM, samS, snbA, snbC, snbD, snbE et snbR 
isoles a partir d f une banque d'ADN genomique de S. pristinaespiralis et met en 
evidence V implication des genes snaA, snaB, snaC, snaD dans la voie de 
biosynthese des composantes A et celle des genes papA , papM , samS, snbA, 
snbC , snbD, snbE et snbR dans la voie de biosynthese des composantes B. 

25 • Ainsi Pinactivation du gene snaA dans une souche de S. pristinaespiralis 
permet d'obtenir une souche ne produisant plus de PIIA (une des isoformes 
des composantes A des pristinamycines) mais produisant uniquement de la 
PIIB (autre isoforme des composantes A des pristinamycines) en quantite 
equivalente a la somme des PIIA et PIIB produites par la souche controle 

30 portant la forme sauvage du gene snaA . La production de PI (ensembles des 
isoformes des composantes B des pristinamycine) reste identique dans les 
souches inactivees pour le gene snaA et dans dans la souche controle. 



• L'inactivation du gene samS conduit a l'obtention d'une souche qui produit 
35 % moins de PIA (vine des isoformes des composantes B des 
pristinamycines) et environ 10 fois plus de PIB (autre isoforme des 
composantes B des pristinamycines) par rapport a la souche controle ; le taux 
de PIB atteint alors 20 % de 1 'ensemble des pristinamycines du type I (PI) 
totales produites. Bien que la production de PIB soit amelioree dans ces 
souches, la proportion de PIB n'est pas majoritaire et reste inferieure a celle 
de PIA. 

• L'inactivation du gene papA ou du gene snbA conduit a l'obtention de 
souches qui ne produisent que des pristinamycines de type PII (composantes 
A) et qui ne produisent plus de pristinamycines de type PI (composantes B). 

• L'inactivation du gene snaD permet d'obtenir des souches qui, a l'inverse, ne 
produisent que des pristinamycines de type PI et qui ne produisent plus de 
pristinamycines de type PII. 

La demande WO 96/01901 decrit un procede original de preparation de 
nouveaux composes apparentes aux composantes B des streptogramines mais 
differents des composantes B produites naturellement par les microorganismes 
producteurs de streptogramines. Selon ce procede, on utilise une souche de 
microorganisme mutee de maniere a alterer la biosynthese des precurseurs des 
composantes B des streptogramines. A titre de souche mutante, on peut utiliser 
notamment des souches de S. pristinaespiralis dont la voie de biosynthese des 
precurseurs des composantes B est alteree par disruption des genes papA ou pipA 
ou hpaA . Ces souches ne produisent plus de pristinamycines PI (composantes B) et 
produisent des pristinamycines PII (composantes A). La souche mutante est 
cultivee dans un milieu complements par un precurseur original, different du 
precurseur dont la synthese est alteree. L'incorporation de precurseurs originaux au 
sein du depsipeptide et en lieu et place des precurseurs naturels conduit a 
l'obtention de nouveaux composes apparentes aux composantes B des 
streptogramines et qui presentent des proprietes therapeutiques interessantes. 

L'approche mentionnee ci-dessus (WO96/01901) permis d'obtenir des 
souches de microorganismes produisant de fa?on majoritaire, au sein des 
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composantes B, des isoformes naturellement produites sous forme minoritaire. 
Cependant elle necessite de supplementer le milieu de culture avec des precurseur 
specifiques non presents a l'etat naturel dans les souches de microorganismes. 

Les etudes fondamentales biochimiques et genetiques des voies de 
5 biosynthese de la pristinamycine ont permis d'elucider Porigine des nombreuses 
isoformes observees pour les PL Plus particulierement il a ete montre que la PEB 
provenait de 1' incorporation dans le macrocycle par la peptide synthetase SnbDE 
du L-MMPAPA, un intermediaire de biosynthese du L-DMPAPA qui est incorpore 
au macrocycle de la PIA (Blanc et al., Mol. Microbiol (1997), 23(2) :191-202) ; 
10 Thibaut et al, J. Bacteriol. (1997), 179 (3) : 697-704). II a ete identifie 4 genes 
impliques dans la biosynthese du L-MMPAPA et L-DMPAPA a partir de 
chorismate papA, papB, papC et papM (Blanc et al., 1997). 

Le gene papM code pour une proteine catalysant les deux reactions de 
methylation successives qui permettent de produire le L-DMPAPA a partir de la 4- 

15 amino-L-phenylalanine via le L-MMPAPA selon le schema decrit dans la figure 3. 
Ces deux reactions de methylation sont catalysees par PapM avec des parametres 
cinetiques (constantes d'affinite et vitesses de reaction ) tres similaires (Blanc et 
al., 1997). La sequence du gene papM de S. pristinaespiralis et celle du 
polypeptide correspondant (4-amino-L-phenylalanine (phenyl N)- 

20 methyltransferase) sont presentees dans la sequence SEQ ID N°l . 

La presente invention repose sur la decouverte qu'il est possible 
d'ameliorer la production de certaines isoformes minoritaires des composantes B 
des streptogramines en modifiant Tactivite enzymatique du produit du gene papM. 

Plus particulierement, Tinvention repose sur 1 5 identification de nouveaux 
25 variants du polypeptide PapM possedant une selectivity de substrat et/ou une 
efficacite amelioree par rapport au polypeptide de type sauvage. Les inventeurs ont 
en effet montre qu'il est possible de mutageniser le gene papM de telle fa<?on que 
la proteine correspondante ne soit plus capable de catalyser la deuxieme reaction 
de methylation tout en conservant une activite suffisante pour la premiere reaction 
30 de methylation, ou, tout du mo ins, de telle fa?on que la deuxieme reaction de 
methylation soit fortement inhibee comparativement a la premiere reaction. 
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La presence de telles enzymes dans des microorganismes producteurs de 
Streptogramines tels que des souches de S. pristinaespiralis conduit a 
F accumulation de L-MMPAPA et done a la production preferentielle de PIB 
(figure 3). Reciproquement, il est egalement possible de mutageniser le gene papM 
5 de telle fa<?on que la proteine correspondante catalyse la deuxieme reaction de 
methylation avec une efficacite superieure a celle de la premiere reaction de 
methylation , la presence de telles enzymes dans des souches de S. pristinaespiralis 
doit conduire a F accumulation de L-DMPAPA et done a la production accrue de 
PIA. 

10 L' invention repose egalement sur la decouverte que les microorganimes 

produisant une forme inactive du polypeptide PapM ou les mutants n'exprimant 
plus le gene papM permettent Faccumulation de composantes B des 
streptogramines que les microorganismes sauvages sont capables de synthetiser 
naturellement mais dans des quantites trop faibles pour etre isolees. Ainsi la 

15 presente invention decrit la construction de souches recombinantes de S. 
pristinaespiralis produisant principalement un compose de la famille des PI, 
appele PINH2, que de nombreuses souches sauvages de S. pristinaespiralis ne sont 
pas capables de synthetiser et qui correspond a F incorporation d'une 4-amino-L- 
phenylalanine en position 4 du macrocycle (figure 2). 

20 Un premier objet de Finvention concerne un variant du polypeptide PapM 

caracterise en ce qu'il presente une efficacite de methylation vis a vis des substrats de 
methylation differente (augmentee ou reduite) par rapport a Fefficacite de methylation 
du polypeptide PapM sauvage vis a vis de ces memes substrats. 

Le variant du polypeptide PapM caracterise en ce qu'il presente une efficacite 
25 de methylation 1 definie par le rapport de Kcat] / Km] vis a vis du substrat de 
methylation 1 et/ou une efficacite de methylation 2 definie par le rapport Kcat2 / Kni2 
vis a vis du substrat de methylation 2 differente du polypeptide PapM sauvage. De 
maniere preferee, le variant de PapM selon Finvention presente une efficacite de 
methylation 1 de L-PAPA en L-MMPAPA definie par le rapport Kcat papa / Km pa pa 
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et/ou l'efficacite de methylation 2 du L-MMPAPA en L-DMPAPA definie par le 
rapport Kcat mmpapa / Km mmpapa differente de l'efficacite de methylation du 
polypeptide PapM presente en SEQ ID N°l . 

Selon un premier mode de realisation, le variant de PapM selon V invention 
5 presente une efficacite de methylation 1 de L-PAPA en L-MMPAPA au moins 2 fois 
superieure, de preference au moins 5 fois superieure et de preference encore au moins 
10 fois superieure a l 5 efficacite de methylation 2 du L-MMPAPA en L-DMPAPA. Un 
tel variant est plus particulierement avantageux pour la production de PIB. De 
preference, le variant selon V invention derive de la sequence du polypeptide PapM 
10 sauvage par remplacement d'un ou plusieurs acides amines choisis parmi : le residu 
Gly 249 (a), le residu Thr 192 (b) ou un residu equivalent a (a) ou (b) dans un 
polypeptide homologue. 

Par polypeptide homologue de PapM au sens de la presente invention on 
entend designer des polypeptides issus ou derives de bacteries du genre Streptomyces 

15 telles que notamment Streptomyces olivaceus, Streptomyces ostreogriseus, 
Streptomyces mitakaensis, Streptomyces loidensis, Streptomyces gr amino faciens, 
Streptomyces diastaticus ou d'autres microorganimes dont la sequence d'acide 
amines differe de la sequence d'acide amine SEQ ID N°l par substitution, deletion 
et/ou insertion d'un ou plusieurs acides amines et dont la fonction biologique est 

20 similaire a celle du polypeptide PapM. Une telle sequence de polypeptide homologue 
est peut etre similaire au moins a 60 % de la sequence SEQ ID N°l, de preference 
similaire au moins a 70 % et de preference encore similaire au moins a 80 % de la 
sequence SEQ ID N 6 1. 

Selon une premiere forme de realisation, le variant selon l'invention derive de 
25 la sequence polypeptidique SEQ ID N°l et presente au moins une substitution en 
position 249 d'une Glycine par une Serine. 

Selon une autre forme de realisation, le variant selon 1' invention derive de la 
sequence polypeptidique SEQ ID N°l et presente au moins une substitution en 
position 192 d'une Threonine par une Isoleucine. 



8 



Enfin, selon encore une autre forme de realisation, le variant selon F invention 
derive de la SEQ ID N°l et presente au moins une substitution en position 249 d'une 
Glycine par une Serine et une substitution en position 192 d'une Threonine par une 
Isoleucine. 

5 Selon, un autre mode de realisation, le variant de PapM selon F invention 

presente une efficacite de methylation 2 de L-MMPAPA en L-DMPAPA au moins 2 
fois superieure, de preference au moins 5 fois superieure et de preference encore au 
moins 10 fois superieure a F efficacite de methylation 1 du L-PAPA en L-MMPAPA. 
Un tel variant est plus particulierement avantageux pour accroitre la production de 
10 PIA. 

L' invention concerne egalement un acide nucleique codant pour un variant 
du polypeptide tel que defini ci-avant. II s'agit de preference, d'un acide nucleique 
derive par mutation de la sequence nucleotidique presentee en SEQ ID N°l ou les 
sequences derivees en raison de la degenerescence du code genetique. De maniere 

15 avantageuse, Facide nucleique selon Finvention, comprend au moins une mutation 
faux-sens en amont du motif NPPY situe aux positions 193 a 196, et de preference 
cette mutation faux-sens entraine un changement non-conservatif d' acide amine, tel 
que par exemple la substitution d'une cytosine en position 658 par une thymine 
(C658T) (allele mute 66). Une autre forme de realisation avantageuse concerne un 

20 acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend au moins une substitution d'une 
guanine en position 828 par une adenine (G828A) (allele mute 49). Enfin, une autre 
forme plus particulierement avantageuse reside dans un acide nucleique caracterise en 
ce qu'il comprend au moins une substitution d'une guanine en position 828 par une 
adenine (G828A) et au moins une substitution d'une cytosine en position 658 par une 

25 thymine (C658T) (allele mute 49/66). 

L'invention a egalement pour objet, Futilisation d'un acide nucleique tel que 
defini ci-avant pour modifier la proportion des isoformes des composantes B dans une 
souche productrice de Streptogramines. A titre de souches productrices de 
Streptogramines utilisables dans le cadre de Finvention, on peut citer notamment les 
30 souches Streptomyces olivaceus, Streptomyces ostreogriseus, Streptomyces 
mitakaensis, Streptomyces loidensis, Streptomyces graminofaciens, Streptomyces 
diastaticus, etc. Les acides nucleiques codant pour un variant de PapM qui presente 
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une efficacite de methylation 1 de PAPA en MMPAPA au moins 2 fois superieure, de 
preference au moins 5 fois superieure et de preference encore au moins 10 fois 
superieure a Pefficacite de methylation 2 du MMPAPA en DMPAPA sont plus 
particulierement utiles pour la production de PIB lorsqu'ils sont exprimes dans une 
5 souche de S. pristinaespiralis. Les acides nucleiques codant pour un variant de PapM 
qui presente une efficacite de methylation 2 de MMPAPA en DMPAPA au moins 2 
fois superieure, de preference au moins 5 fois superieure et de preference encore au 
moins 10 fois superieure a F efficacite de methylation 1 du PAPA en MMPAPA sont 
plus particulierement utiles pour la production de PIA lorsqu'ils sont exprimes dans 
1 0 une souche de S. pristinaespiralis. 

L'invention a egalement pour objet tout ADN recombinant comprenant un 
acide nucleique tel que defini ci-avant. 

L' invention conceme encore tout vecteur d'expression a replication 
autonome et/ou integratif comprenant un acide nucleique ou un ADN recombinant 
15 tels que defini ci-avant 5 tel que notamment un vecteur comprenant tout ou partie du 
vecteur pVRC1306 represents sur la figure 11. 

L' invention a egalement pour objet les cellules hotes contenant un acide 
nucleique et/ou un ADN recombinant et/ou un vecteur d'expression tels que definis ci 
avant Les cellules hotes selon l'invention peuvent etre aussi bien des cellules 

20 eucaryotes que procaryotes. Parmi les cellules eucaryotes qui conviennent, on peut 
citer les cellules animates, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant 
de levures, on peut citer les levures du genre Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, 
Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant de cellules animates, on peut citer les 
cellules COS, CHO, C127, les oeufs de Xenope, etc. Parmi les champignons, on peut 

25 citer plus particulierement Micromonospora, Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. 
Comme cellules procaryotes, on prefere utiliser les bacteries suivantes Actinomycetes, 
et notamment Streptomyces, E. coli (exemple 7), Bacillus. Preferentiellement, les 
cellules recombinantes de l'invention sont choisies parmi les cellules productrices de 
Streptogramines et notamment Streptomyces olivaceus, Streptomyces ostreogriseus, 

30 Streptomyces mitakaensis, Streptomyces loidensis, Streptomyces gj'aminofaciens, 
Streptomyces diastaticus. Les cellules recombinantes de l'invention peuvent etre 
obtenues par toute methode permettant d'introduire une sequence nucleotidique 
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etrangere dans une cellule. II peut s'agir notamment de transformation, 
electroporation, conjugaison, fusion de protoplastes, ou toute autre technique connue 
de Thomme de Tart. 

L'invention a egalement pour objet un procede de production d'un variant du 
5 polypeptide PapM selon l'invention caracterise en ce que Ton cultive une cellule hote 
telle que definie ci-avant et on recupere le polypeptide produit. 

L'invention concerne egalement V utilisation d'une cellule hote telle que 
definie ci-avant et exprimant un variant du polypeptide PapM selon 1'invention dans 
une reaction de bioconversion. En particulier, ces cellules peuvent permettre de 
10 transformer des amines aromatiques en amines monomethylees, en particulier la 4- 
amino-L-phenylalanine en 4-methylamino-L-phenylalanine. Ces bioconversions 
peuvent se faire soit a l'aide de cellules entieres, soit a l'aide d'extraits acellulaires 
desdites cellules. 

Un autre objet de T invention concerne uri procede de production d'une 
composante B des Streptogramines caracterise en ce que : 

- on inactive dans une souche productrice de Streptogramines ou potentiellement 
productrice de Streptogramines le gene papM et on introduit une ou plusieurs copies 
d'un acide nucleique codant pour un variant de papM tel que defini ci-avant , 

- on cultive ladite souche dans des conditions de production des Streptogramines, et, 

- on recupere la composante B des Streptogramines produites. 

Preferentiellement, la souche productrice de Streptogramines est une souche 
productrice de pristinamycines derivee de S. pristinaespiralis et de preference encore, 
elle est derivee de la souche S. pristinaespiralis SP92 ou de S. pristinaespiralis 
ATCC25486. Elle peut etre aussi choisie parmi les souches suivantes : Streptomyces 
25 olivaceus ATCC12019, Streptomyces ostreogriseus ATCC27455, Streptomyces 
mitakaensis ATCC15297, Streptomyces loidensis ATCC11415, Streptomyces 
graminofaciens, Streptomyces diastaticus. 

De maniere avantageuse, la souche productrice de Streptogramines est vine 
souche qui produit une quantite reduite ou non detectable de composantes A des 
30 Streptogramines. A titre de souches ne produisant pas de composantes A des 
streptogramines on peut citer notamment la souche 5. osteogriseus Pr4Q031/CBS 
142.93 decrite dans la demande WO93/20182. Concernant les exemples de souches 
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de S. pristinaespiralis qui ne produisent pas de composantes A, on peut citer la 
souche SP213 derivee de SP92 (Blanc et al, 1994) apres mutagenese chimique ou la 
souche S.pristinaespiralis Pr4R31 (deposee CBS 182.92) decrite dans la demande 
WO93/20182 ; les souches SP213 et Pr4R31 produisent specifiquement des 
5 pristinamycines PI et ne produisent plus de quantite detectable de pristinamycines PII 
(composantes A). 

Selon une variante preferee, rintroduction de l'acide nucleique codant pour 
un variant de PapM selon l'invention se fait en remplacement de la forme sauvage du 
gene papM. Selon le variant exprime par l'acide nucleique introduit, il est possible de 

10 favoriser la production de differentes composantes B des streptogramines. Ainsi une 
souche de S. pristinaespiralis exprimant un variant avec un rapport Kcat papa • Km 
mmpapa / Kcat mmpapa • Km papa augmente par rapport au polypeptide sauvage conduit 
a la production preferentielle de PIB. A Finverse, un variant presentant une 
diminution de ce rapport doit permettre d'obtenir une production accrue de PIA. 

15 Preferentiellement, pour la production de PIB, la souche de S. pristinaespiralis 
comprend un gene papM presentant au moins la mutation (G828A) ou la mutation 
(C658T) ou la double mutation (G828A) (C658T). 

L'invention concerne egalement un procede pour la production de PINH2 
caracterise en ce que on utilise un souche dans laquelle la forme sauvage du gene 
20 papM de S. pristinaespiralis est inactivee et/ou remplacee par un acide nucleique 
codant une forme inactive du polypeptide PapM. 

L'invention a egalement pour objet une souche mutante de S. 
pristinaespiralis caracterisee en ce qu'elle comprend un acide nucleique codant pour 
un variant du polypeptide PapM selon l'invention. Une telle souche peut-etre obtenue 

25 notamment par transformation d'une souche recombinante dont le gene papM 
sauvage a ete disrupte et remplace par une cassette Q-Rm (cf exemple 8) par un 
plasmide suicide permettant l'echange de cette cassette par un des alleles mutes de 
papM. A titre d 5 illustration, l'invention decrit la souche S. pristinaespiralis SP217 
comprenant un acide nucleique portant la mutation C658T (allele mutant 66) ou la 

30 souche S. pristinaespiralis SP218 comportant la double mutation C658T et G828A 
(allele mutant 49/66). Ces mutations ont ete introduces dans la souche & 
pristinaespiralis SP213 prealablement disruptee dans le gene papM et remplace par 
une casette Q-Km. Une approche identique a permis la construction de la souche S. 
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pristinaespiralis SP101 avec P introduction de P allele mutant 66 dans la souche SP92. 
Les souches S. pristinaespiralis SP101, SP218 et SP217 qui synthetisent un variant de 
papM selon Pinvention produisent majoritairement de la PIB, 

L'invention a egalement pour objet Putilisation d'une souche de S. 
5 pristinaespiralis pour la production de PINH2. Une telle souche est illustree 
notamment par la souche SP216 qui derive de la souche SP213 apres inactivation du 
gene papM et qui produit majoritairement de la PINH2. 

L'invention concerne egalement un procede de selection des variants du 
polypeptide PapM ou d'un polypeptide code par un gene homologue selon lequel : 

10 • on realise une etape de de mutagenese chimique sur le gene papM ou un gene 
homologue clone dans un plasmide , 

• on realise une banque en transformant une souche receptrice avec les plasmides 
mutagenises a Petape (a) , 

• on selectionne les clones qui presentent une activite de methylation tel que le 
15 ratio «r» des quantites de substrat de methylation transformees par unite de 

temps en conditions de vitesse initiale avec r = Substrat 1 / (Substrat 1 + 
Substrat 2) est augmente d'au moins 20 % par rapport au polypeptide sauvage et 
de preference superieur ou egal a 0.6. 

A cet egard, la presente invention montre comment il est possible de realiser in 
20 vitro une mutagenese chimique a Phydroxylamine sur le gene papM clone dans un 
plasmide 5 pour constituer une banque de mutants et pour selectionner parmi cette 
banque, a partir d'un criblage enzymatique miniaturise, les clones de Escherichia 
coli qui expriment les genes papM mutes dont les proteines correspondantes aient 
les proprietes catalytiques decrites ci-dessus et qui presentent un rapport « r » tel 
25 que defini ci-dessus superieur ou egal a 0.6. 

La presente invention est illustree a Paide des exemples qui suivent qui 
doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 
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Figure 1 : exemple de structure de pristinamycines II 
Figure 2 : exemple de structure de pristinamycines I 

Figure 3 : voie de biosynthese du MMPAPA et DMPAPA, precurseurs respectifs 
5 de la PEB et PIA. 

Figure 4 : principe du test enzymatique utilise pour le criblage des mutants de 
PapM : marquage par methylation simultanee du MMPAPA et du DMPAPA a 
partir respectivement de PAPA et de MMPAPA, en presence de [ I4 C-Me]-SAM. 

Figure 5 : representation du plasmide pVRC706 

10 Figure 6 : representation du plasmide pUC4K 

Figure 7 : sequence et traduction du gene papM sauvage. Positions des mutations 
identifies pour les clones mutes 49 et 66. 

Figure 8 : representation du plasmide pVRC721 

Figure 9 : strategic de construction du plasmide pVRC1303 

15 Figure 10: representation du cas de double crossing over entre le plasmide 
pVRC1303 et le chromosome de S. pristinaespiralis. Structure chromosomique 
des souches recombinantes. 

Figure 1 1 : strategic de construction du pVRC1306 

Figure 12 : representation du cas de simple crossing over selectionne entre le 
20 plasmide pVRC1306 et le chromosome de la souche recombinante SP216 

Figure 13 : representation du cas d'un deuxieme evenement de recombinaison 
conduisant a une souche recombinante portant un des alleles mutes du gene papM 



BIBLIOGRAPHEE 

5 - Blanc etal., (1994) WO94/08014 

- Blanc et al., (1995), J. Bacteriol. 177 (18) : 5206-14 

- Blanc et al., Mol. Microbiol (1997), 23(2) : 191 -202 

- Chambers et al. (1988) Gene. Aug 15;68(1): 139-49. 

- Cocito C. G. (1979) Microbiol. Rev., 43 : 145-198. 

10 - Cocito C. G. (1983) In Antibiotics, 6 : (Ed. F. E. Hahn), 296-332. 

- Dessen P. C, Fondrat C, Valencien C. et Mugnier C. (1990) Comp. Appl. in 
Biosciences, 6 : 355-356. 

- Di Giambattista M., Chinali G. et Cocito C. G. (1989) J. Antim. Chemother., 24 : 
485-507. 

15 - Fellay et al. , (1987) Gene. 52(2-3): 147-54. 

-Hanahanetal.(1990) PNASUSA 87, pp 4645-4649 (1990) 

- Hillemann D., Piilher A. et Wohlleben W. (1991) Nucl. Acids Res., 19 : 727-73 1. 

- Hopwood D. A., Bibb M. J., Chater K. F., Kieser T., Bruton C. J., Kieser H. M., 
Lydiate D. J., Smith C. P., Ward J. M. et Scrempf H. (1985) A laboratory manual, 

20 The John Innes Fondation, Norwich, England. 

- Humphreys et al. (1976) Mol Gen Genet. Apr 23;145(l):101-8. 

- Maniatis T., Fritsh E. F. et Sambrook J. (1989) Molecular cloning : a laboratory 
manual. Cold Spring Harbor, N. Y., 

- Messing J., Crea R. et Seeburg P. H. (1981) Nucleic Acids Res., 9 : 309. 
25 - Schluckebier et al. (1995) Gene. May 19;157(l-2):131-4. 

- Thibaut et al., (1997) J. Bacteriol. 179(3) :697-704 

- Veira et Messing , Gene. 1982 Oct;19(3):259-68. 



EXEMPLES 



30 Exemple 1 : methodologie et protocole du criblage enzymatique 
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Cet exemple illustre le criblage de formes mutees de Tenzyme PapM 
presentant de nouvelles caracteristiques cinetiques, a partir d'une population 
d'enzymes issue d'un traitement mutagene a rhydroxylamine (cf. exemples 2 et 3). 
En particulier, cet exemple illustre l'obtention de formes mutees de PapM ayant 
5 une selectivite modifiee pour les deux substrats naturels de cette enzyme. 

1.1. Methodologie 

La methylase papM a ete precedemment clonee, purifiee et caracterisee 
(Blanc et al. 1994; Blanc et al. 1997). PapM est une enzyme bifonctionnelle 
catalysant aussi bien la N-methylation du L-PAPA en L-MMPAPA que celle du L- 
1 0 MMP AP A en L-DMPAPA (voir figure 4). 

Le L-PAPA et le L-MMPAPA sont deux substrats de PapM competitifs, 
ayant des constantes de Michaelis (Km) respectives de 240 et 530 |aM, et pour 
lesquels la velocite maximale de PapM (Vmax) est respectivement de 55 et 71 
jamoles par heure et par mg de PapM (Blanc et al. 1997). 

15 Le ratio des vitesses VI et V2 de methylation respectives du L-PAPA et du 

L-MMPAPA est dependant des parametres cinetiques de PapM (Kml et Vmaxl 
pour L-PAPA, Km2 et Vmax2 pour L-MMPAPA), et egalement dependant des 
concentrations SI et S2 respectives du L-PAPA et du L-MMPAPA selon la 
formule: 

20 VI /V2=( Vmaxl/Kml )[Sl]/( Vmax2/Km2 )[S2] 

La mesufe simiiltanee des deux vitesses de methylation VI et V2 a des 
concentrations fixes de SI et S2 permet de determiner le ratio des constantes 
cinetiques de PapM pour le L-PAPA et le L-MMPAPA. Ce ratio est independant 
de la quantite de PapM mise en jeu dans Pessai. Lorsque la selectivite de P enzyme 
25 PapM mutee augmente pour le L-PAPA, le ratio V1/V2 doit augmenter, et 
inversement ce ratio doit diminuer lorsque 1' enzyme PapM mutee methyle 
preferentiellement le L-MMPAPA. 

Enfin, pour s'affranchir de faibles variations de Km et privilegier au 
contraire soit des fortes variations de Km, soit des modifications des Vmax, les 
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concentrations en L-PAPA et L-MMPAPA ont ete fixees a environ 6 fois le Km 
afin d'etre en conditions de saturation. Dans de telles conditions, avec 1' enzyme 
PapM sauvage, les vitesses de methylation 1 et de methylation 2 sont pratiquement 
egales. 

5 Le dosage simultane des deux activites de methylation de PapM est decrit 

dans l'exemple 7.1. Ce dosage des activites methylase de PapM est effectue en 
presence de 1,5 mM L-PAPA, 3 mM L-MMPAPA et 70 \xM SAM. 

1.2. Criblage de la population d'enzymes PapM mutees 

Les plaques 96 puits de la banque de clones de E. coli produisant les 

10 enzymes PapM mutees, preparees comme decrit a l'exemple 3, sont decongelees a 
27°C. Ensuite, aux 200 jil de la culture sur milieu LB contenue dans chaque puits 
sont ajoutes 25 |il du melange A. Le melange A est obtenu en ajoutant 
successivement (1) 3 ml de tampon 50 mM Bis-Tris-Propane pH 10 dans lequel 
ont ete dissouts 12 mg de L-PAPA, et 71 mg de (DL)-MMPAPA sous forme de di- 

15 chlorhydrate et prepare comme decrit dans WO 9601901-A1 , (2) 0,7 ml de SAM 4 
mM dans de l'eau , (3) 0,7 ml de [ ,4 C-Me]-SAM a 25 nCi/ml et 60 mCi/mmole 
(AMERSHAM) (4) 0,6 ml de tampon 100 mM Bis-Tris-Propane pH 6,8, (5) 56 mg 
d'EDTA, sel di-sodique. Les quantites sont donnees pour la preparation d'un 
volume de 5 ml de melange A. La plaque est ensuite scellee avec un film adhesif, 

20 puis incubee a 27°C pendant 2 heures. La reaction est arretee avec 40 fal d'une 
solution d'arret. La solution d'arret (pour un volume de 4 ml) est obtenue en 
melangeant 2,2 ml d'une solution a 24 mg/ml d' heptane sulfonate de sodium dans 
l'eau avec 1,8 ml d'acide chldfhydfique concentre. Apres centrifugation des 
plaques a 3000 g pendant 5 min, environ 100 jal du surnageant de chaque puits sont 

25 analyses par CLHP dans le systeme decrit a l'exemple 7.1. 

Pour chaque puits, les aires respectives Al et A2 des pics de MMPAPA et 
de DMPAPA issus de l'enregistrement de la detection radiochimique sont 
integrees. Un ratio r est alors calcule de la fagon suivante : 

r = Al/(ARA2) 
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Dans le cas de la methylase PapM sauvage, r = 0,50 ± 0,05. 
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Le seuil du ratio r fixe pour une en2yme PapM mutee significativement 
plus active pour la methylation 1 que la methylation 2 est d' environ 0,60. 



EXEMPLE 2 : Mutagenic a Phydroxylamine du gene papM 

5 Cet exemple illustre la mutagenese du gene papM a partir d'un ADN 

plasmidique de Streptomyces clone dans un plasmide pouvant se repliquer chez E. 
coli. 

2.1. Choix de V agent mutagene 

Une mutagenese chimique a ete realisee en utilisant Phydroxylamine 
10 (NH20H) qui se lie specifiquement aux residus cytosines pour former des N4- 
hydroxycytosines qui sont alors capables de s'apparier avec les residus adenines. 
L'hydroxylamine provoque done des transitions G:C > A:T. Le choix de cet agent 
mutagene est particulierement interessant pour effectuer des mutations des ADN 
riches en GC tel que l'ADN de Streptomyces qui contient 70 a 75% de residus GC. 

15 2.2 Choix des plasmides a mutageniser 

La mutagenese a ete realisee simultanement sur deux plasmides differents, 
le plasmide pVRC706 et le plasmide pUC4K. 

Le plasmide pVRC706 (Figure 5) est un derive de pMTL23 (Chambers et 
al., 1988) dans lequel a ete clone entre les sites uniques Mlul et BamHI 

20 (Pextremite coupee par BamHI ayant ete rendue franche par Taction de i'enzyme 
Kleenow selon le protocole de Sambrook et al. (1989)), le fragment MluI-StuI de 
1,7 kb issu du plasmide pVRC409 portant le gene papM a mutageniser (Blanc et 
al., 1994; Blanc et al, 1997). Le clonage de l'extremite StuI dans le site BamHI de 
pMTL23 rempli a l'aide de T enzyme Kleenow permet de reconstituer le site 

25 BamHI qui peut etre reutilise lors de clonages ulterieurs. Le clonage au site Mlul 
permet d'obtenir une fusion en phase entre les 32 premiers acides amines de la P- 
galactosidase codee par le gene lacZ du plasmide pMTL23 et les 1 1 derniers acides 
amines du gene papB situe en amont du gene papM, ceci preserve le couplage 
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traductionnel qui semble exister entre ces deux genes au vu de la sequence 
nucleotidique (Blanc et al., 1994). Dans cette construction P expression du gene 
papM est controlee par le promoteur Plac du gene lacZ inductible par l'ajout de 
ImM d'EPTG. II a prealablement ete montre qu'un tel systeme d'expression permet 
5 de produire dans E. colU la methylase PapM sous la forme d'une proteine active et 
soluble representant environ 0,5% des proteines totales (Blanc et al., 1994). 

Le plasmide pUC4K (Figure 6) est un derive du vecteur pUC4 portant les 
deux genes conferant la resistance a l'ampicilline et a la kanamycine (Vieira et 
Messing, 1982). Ce plasmide a ete choisi comme temoin de mutagenese pour les 

10 raisons suivantes: (1) sa taille (3,9 kb) est proche du plasmide pVRC706 (4,4 kb) , 
(2) les deux plasmides pUC4K et pVRC706 ont une structure et des proprietes tres 
proches puisqu'ils derivent tous les deux des vecteurs de la serie pUC et (3) la 
presence de deux genes de resistance ampR et kanR portes par pUC4K permet de 
calculer aisement le pourcentage de clones ayant subi une mutagenese dans Tun de 

15 ces genes en comptabilisant les clones sensibles a l'antibiotique choisi. 



2.3. Protocole de mutagenese 

Deux mutageneses a 1' hydroxy lamine ont ete realisees selon le protocole de 
Humprey et al (1976) en faisant varier la temperature d'incubation : 80°C et 85°C : 

20 5 mg d'ADN plasmidique purifie sur gradient de chlorure de cesium sont mis au 
contact de 0,4 M d'hydroxylamine (pH 6) dans un volume final de 100 ml pendant 
35 minutes a la temperature desiree (80°G ou 85°G) dans un tampon contenant 
0,05 M de phosphate de sodium et 0,5 mM d'EDTA. La reaction de mutagenese 
est stoppee par l'ajout de 100 ml de tampon contenant 0,1 M de phosphate de 

25 sodium et 1 mM d'EDTA et P hydroxy lamine est eliminee par huit bains de dialyse 
successifs contre 2 litres de tampon TES (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA et 
100 mM NaCl). L'ADN ainsi traite est precipite par l'ajout de 1/10 de volume 
d'acetate de sodium 3M (pH 8) et 2,5 volumes d'ethanol a 95%. Le culot d'ADN 
est rince, seche puis repris dans 100 jiil de tampon TE (10 mM Tris-HCl et 1 mM 

30 EDTA, pH 7,5). Pour chaque plasmide, il est effectue un controle de la reaction de 
mutagenese a la temperature etudiee en absence d'hydroxy lamine. 
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2.4. Preparation de la souche K coli receptrice des plasmides mutagenises 

La souche E. coli DH5a (supE44 DlacU169 (f801acZDM15) hsdR17 
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl), (Hanahan, 1990) a ete utilisee pour evaluer la 
mutagenese apres transformation par les plasmides pVRC706 et pUCK4 
5 mutagenises selon le protocole decrit ci-dessus. 

Les cellules de E. coli DH5a competentes pour la transformation par 
electroporation ont ete preparees selon le protocole suivant : une culture de 1 litre 
en milieu LB est realisee a 37°C jusqu'a ce que la D. O (a 600 nm) atteigne 0,5 a 
0,8. Les cellules sont ensuite placees sur glace pendant 30 minutes pour stopper 

10 leur croissance puis centrifiigees a 4°C a 4000 g pendant 15 mn. Le culot de 
cellules est successivement rince avec 1 litre d'eau sterile froide, 0,5 litre d'eau 
froide et 20 ml d'une solution froide contenant 10 % de glycerol. Apres chaque 
rinfage, les cellules sont centrifiigees a 4°C a 4000 g pendant 15 mn. En final, le 
culot cellulaire est repris dans 2 ml de glycerol 10 %. Les cellules ainsi preparees 

15 peuvent etre immediatement electroporees ou bien congelees et stockees a -80°C 
sous forme d'aliquots de 40 ml en vue d'une utilisation ulterieure. L'efficacite de 
transformation de cellules electrocompetentes est de Pordre de 10 9 colonies/ pg 
d'ADN plasmidique de pUC18. 

Les cellules E.coli DH5a ainsi preparees ont ete electroporees avec 
20 P equivalent de 5 ng de plasmide a tester. Pour ce faire, 40 pi de cellules 
electrocompetentes sont mis en contact pendant 1 min a 4°C avec 1 a 2 [il d'une 
solution contenant 5 ng d'ADN plasmidique. L'electroporateur (Bio-Rad) est regie 
pour un pulse de 25 mF et 2500 V. La resistance du controleur de pulse est fixee a 
200 Q. Le melange cellules/ADN est place dans une cuvette d' electroporation 
25 d'une largeur de 0,2 cm et le pulse electrique est applique. On obtient 
classiquement un temps de pulse de 4,5 a 5 ms. Apres le pulse, on ajoute 
rapidement aux cellules 1 ml de milieu SOC (2% bacto-agar, 10 mM NaCl, 2.5 
mM KC1, 10 mM MgC12, 10 mM Mg S04, 20 mM glucose) et on transfere le tout 
dans un tube de 5 ml en polypropylene qui est incube 1 heure a 37°C. Cette etape 
30 permet aux cellules de recuperer et de commencer a exprimer le ou les genes de 
resistance presents sur les plasmides qui ont penetre les cellules. A la fin de 
P incubation, la culture de cellules est diluee de maniere appropriee (les facteurs de 
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dilution sont classiquement de 10 _1 a 10 A ) et les colonies transformees sont 
selectionnes sur milieu LB solide contenant 1'antibiotique de selection (50 ^g/ml 
d'ampicilline ou 50 ng/ml de kanamycine). 

2.5 Evaluation de la mutagenese et determination de la condition de 
5 temperature retenue 

Les deux conditions de temperature de mutagenese testees ont 6te evaluees 
selon les deux criteres suivants : d'une part la capacite des plasmides mutagenises 
a transformer une souche de E. coli et d 5 autre part, le pourcentage de clones de E. 
coli transformes avec les plasmides pUC4K mutagenises ayant perdu Tune des 
10 deux resistances codees par les plasmides. 

Pour les deux plasmides pVRC706 et pUCK4 5 il a ete mesure la capacite 
des plasmides mutagenises a 1'hydroxylamine a transformer la souche E. coli 
DH5a. Cette capacite a ete comparee a celle des plasmides non mutagenises 
realises comme controle de la temperature d'incubation en absence 

15 d'hydroxylamine. En effet Taction de Phydroxylamine doit engendrer des 
mutations lethales dans les plasmides, et plus particulierement au niveau des genes 
de resistance permettant la selection des clones recombinants ainsi que dans les 
regions portant Forigine de replication. On peut done considerer que la perte de la 
capacite a transformer d'un plasmide est d'autant plus importante que le traitement 

20 de mutagenese a ete efficace. Les capacites a transformer des deux plasmides 
mutagenises exprimees en % de la capacite des plasmides non mutagenises 
temoins sont indiquees dans le tableau ci-dessous. 





pVRC 706 


pUC4K 




80 °C 


85 °C 


80°C 


85°C 


Ampicilline 


12,5 


1,5 


14 


1,5 


Kanamycine 






16 


0,3 



Tableau 1 
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Ces resultats indiquent clairement que la mutagenese a 85 °C est nettement 
plus efficace pour les deux plasmides pVRC706 et pUC4K puisqu'elle altere 
statistiquement dix fois plus d'entites plasmidiques, de telle fa<?on que seulement 
1,5 % des plasmides sont encore capables de transformer des cellules 
5 electrocompetentes de E. coli DH5a, de se repliquer et de conferer aux clones 
resultants la resistance a Fampicilline. De plus, les resultats observes avec le 
pUC4K sont tres homogenes quelque soit la selection choisie (Ampi R ) ou (Kana R ) 
ce qui indique que Taction de Phydroxylamine s'est produit de maniere homogene 
dans les regions essentielles a l'expression de ces deux resistances. 

10 Le deuxieme critere devaluation a consiste a calculer, pour les plasmides 

mutagenises pUC4K, le % de clones sensibles a la kanamycine (Kana s ) parmi les 
clones resistants a rampicilline (Ampi R ) et reciproquement. Ces pourcentages 
refletent la frequence des mutations qui se sont produites, sous l'effet de 
V hydroxy lamine, au niveau des genes de resistance consideres (ampR ou kanR) et 

15 qui ont perturbe leur expression soit par blocage complet (arret de la transcription 
ou de la traduction), soit en conduisant a la synthese d'une proteine tronquee et/ou 
inactive. 

Pour estimer ces pourcentages, 200 clones (Kana R ) ou (Ampi R ) choisis 
parmi les clones obtenus apres transformation de cellules electrocompetentes de la 

20 souche de E. coli DH5cc par les plasmides pUC4K mutagenises ou non, ont ete 
repiques sur milieu LB solide contenant respectivement de Tampicilline ou de la 
kanamycine. Les clones sensibles a Tun des deux antibiotiques ont ete 
comptabilises apres 24 h de croissance. Les pourcentages de clones sensibles a 
Tampicilline ou a la kanamycine parmi les clones transformes par les plasmides 

25 pUC4K mutagenises, ou non, a Phydroxylamine sont reportes dans le tableau ci- 
dessous. 





pUC4K 
+ hydroxylamine 


pUC4K 
non mutagenises 




80°C 


85°C 


80°C 


85°C 
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(Ampi s )/(Kana R ) 


1,3 


3,2 


0 


0 


(Kana s )/(Ampi R ) 


1,5 


6 


0 


0 



Tableau 2 



Ces resultats permettent de conclure que seul le traitement a 
rhydroxylamine a bien engendre des mutations affectant Pexpression d'un des 
deux genes de resistance du pUC4K. lis permettent de conclure egalement que la 
5 mutagenese realisee a 85 °C a ete 3 a 4 fois plus efficace pour les deux genes de 
resistance des plasmide pUC4K que la mutagenese effectuee a 80°C. Enfin ces 
resultats montrent que Paction de l'hydroxylamine a ete relativement homogene 
pour les deux genes de resistance ampR et KanR. 

On peut done raisonnablement supposer que Paction de l'hydroxylamine 
10 s'est produite sur Pensemble des deux plasmides pUC4K et pVRC706 et que la 
mutagenese effectuee a 85°C est probablement celle qui a le plus touche les genes 
papM portes par les pVRC706. Cette comparaison des conditions de mutagenese 
nous a conduit a ne retenir pour la suite de P etude que les clones resultant de la 
transformation des cellules electrocompetentes de la souche E. coli DH5oc par les 
1 5 plasmides pVRC706 issus de la mutagenese a l'hydroxylamine realisee a 85°C. 

Exemple 3 : constitution et exploitation d'une banque de E. coli DH5a 
hebergeant des plasmides pVRC706; 

Cet exemple illustre la construction et Texploitation d'une banque de 6000 
20 clones de la souche E. coli DH5a hebergeant des plasmides ayant subi une 
mutagenese chimique a l'hydroxylamine realisee a 85°C. 

Dans le cas de la mutagenese a l'hydroxylamine realisee a 85°C sur les 
plasmides pVRC706 portant le gene papM comme il est decrit plus haut, on peut 
evaluer, en faisant Phypothese que Paction de l'hydroxylamine a ete generale sur 
25 Pensemble des plasmides pVRC706 (cf Exemple 2), qu'une banque de 6000 
clones de E. coli hebergeant ces plasmides represente une banque de mutants dont 
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un certain pourcentage des clones expriment un gene papM mute. L' analyse des 
6000 clones de la banque par dosage simultane des deux activites de methylations 
catalysees par les proteines PapM correspondantes confirme cette hypothese (voir 
exemple 4). 

5 Pour constituer cette banque, 6000 clones selectionnes sur des boites de 

milieu LB contenant 50 mg/ml d'ampicilline apres transformation de cellules 
electrocompetentes de la souche E. coli DH5ot sont repiques individuellement 
dans des puits de plaques de microtitration a 96 cellules contenant 200 ml du 
milieu de culture et conservation Hogness (Sambrook et al. 1989) additionne de 

10 100 (ag/ml d'ampicilline. Les plaques meres ainsi constitutes sont mises a incuber 
a 37°C sous une agitation moderee de 160 rpm pendant 24h de maniere a ce que 
les clones se multiplient et forment des suspensions saturees de bacteries ayant 
atteint la phase stationnaire de croissance. On procede alors a la replique en double 
exemplaire des plaques meres en reensemen9ant individuellement chaque puit de 

15 deux plaques de 96 cellules contenant 200 ml de milieu de culture LB additionne 
de 100 (ag/ml d'ampicilline et 1 mM d'IPTG a partir d'un aliquot des cultures de 
chaque puit des plaques meres. Ces plaques ainsi obtenues, appelees plaques de 
dosage, sont mises a incuber pendant 24h (37°C 5 160 rpm) de maniere a ce que les 
clones se multiplient et forment des suspensions saturees de bacteries ayant atteint 

20 la phase stationnaire de croissance. La presence des plasmides pVRC706 dans les 
cellules bacteriennes est selectionnee par 1'ampicilline et 1' expression des genes de 
methylase papM portes par ces plasmides est induite par l'ajout d'IPTG en debut 
de culture. Ces plaques sont ensuite congelees a -80°C avant le dosage des 
activites de methylation qui est effectue sur les suspensions bacteriennes brutes 

25 (voir exemple 1). 

Les plaques meres, une fois repliquees en double exemplaire, sont 
conservees a -80°C et constituent une forme de stockage a long terme des 6000 
clones a analyser. 

Exemple 4 : resultats du screening de la banque de E. coli DH5a hebergeant 
30 des plasmides pVRC706 mutageneses. 
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Cet exemple illustre l'analyse rapide d'une banque de 6000 clones a partir 
d'un test d' activite miniaturise afin de selectionner les clones hebergeant des genes 
mutes codant pour des enzymes ayant des proprietes interessantes. 

4.1. Resultats bruts du criblage des 6000 clones 

5 A Tissue du premier criblage, effectue comme decrit a l'exemple 1, sur les 

6000 clones de la banque preparee a l'exemple 3, on selectionne: 

- 441 clones presentant une activite de methylation nulle ou indetectable, soit un 
taux de 7,3 %. 

- 9 clones presentant une premiere reaction de methylation favorisee par rapport a 
10 la deuxieme reaction, c'est a dire des clones ayant un rapport r (comme defini a 

l'exemple 1.2) superieur a 0,6. La frequence d'apparition de tels mutants est done 
tres faible, elle est de 0,15 %. 

Ces premiers resultats sont verifies comme decrit ci-dessous. 

4.2. Methodologie de confirmation des clones selectionnes 

15 Les activites de methylation de tous les clones selectionnes au cours du premier 
criblage sont systematiquement redosees a partir des plaques de replique preparees 
comme a Texemple 3, et en suivant le meme protocole de maniere a confirmer les 
resultats des premiers dosages. II apparait que pour la grande majorite des clones, 
les resultats de dosage sont confirmes. 

20 Ainsi on confirme que: 

- 360 clones presentent une activite de methylation nulle, soit un taux de 6 %. 

- 8 clones presentent une premiere reaction de methylation favorisee par rapport a 
la deuxieme reaction, c'est a dire des clones ayant un rapport r (comme defini a 
l'exemple 1.2) superieur a 0,6. La frequence d'apparition de tels mutants est done 

25 tres faible, elle est de 0, 1 3 %. 
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Pour les 8 clones dont le rapport des efficacies enzymatiques est tel que r > 
0.60, deux autres etapes de confirmation sont mises en place : 

(1) L'ADN plasmidique de ces clones est isole a partir de techniques 
standard (Sambrook et al. ? 1989) et reintroduit dans des cellules fraiches 

5 electrocompetentes de la souche E. coli DH5a. Cette etape permet de verifier que 
1' alteration du ratio r des activites de methylation observe chez les 8 clones n'est 
pas liee au contexte chromosomique des clones mais depend uniquemment des 
plasmides provenant des clones s&ectionnes. 

(2) L'etape suivante de verification consiste a recloner dans des vecteurs 
10 d'expression frais pMTL23 les genes papM presents dans les clones selectionnes. 

Pour cela, on isole les fragments MluI-BamHI de 1.7kb portant les genes papM a 
partir de l'ADN plasmidique extrait des clones selectionnes que Ton redone entre 
les sites uniques MM et BamHI de pMTL23. Les etapes necessaires a ces clonages 
(isolement d'ADN plasmidique, digestion d'ADN plasmidique par enzyme de 
1 5 restriction, migration et analyse de digestions enzymatiques par electrophorese en 
gels d'agarose, preparation de fragments d'ADN apres migration 
electrophoretique, reactions de ligation) ont ete faites selon les protocoles 
standards decrits par Sambrook et al. (1989). 

Les plasmides resultant ont une structure analogue a celle de pVRC706 
20 (Figure 5) a ceci pres qu'ils portent un des 8 alleles mutes du gene papM. lis sont 
appeles pVRC710 a pVRC717, chaque numero etant attribue a Tun des 8 alleles 
mutes et sont reintroduits dans des cellules fraiches electrocompetentes de la 
souche E. coli DH5a. Les activites de methylation des clones resultants sont 
redosees comme il est decrit ci-dessus. Cette etape permet de verifier que 
25 l'alteration du ratio r des activites de methylation observee dans ces clones n'est 
pas lie a une (ou plusieurs) mutation(s) qui se serai(en)t produite(s) dans une 
region de pVRC706 exterieure au gene papM mais depend uniquement d'une (ou 
de plusieurs) mutation(s) localisee(s) dans le gene papM. 

Toutes les etapes de verification permettent de confirmer le phenotype de 7 
30 des 8 mutants prealablement selectionnes. Par exemple, on observe que le ratio des 
deux activites de methylation calcule comme il est decrit a l'exemple L2. est de 
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0.63 pour le mutant 49 (clone 49C9) et 0.67 pour le mutant 66 (clone 66A9) alors 
qu'il n'est que de 0.40 pour le clone exprimant le gene sauvage papM dans la meme 
experience. 

5 Exemple 5 : Caracterisation genetique des genes mutants papM issus de la 
mutagenese realisee a V hydroxylamine a 85°C sur les plasmides pVRC706 

Cet exemple illustre la caraterisation genetique des genes ayant subi la 
mutagenese chimique. La caracterisation genetique est faite par clonage et 

10 sequen?age des genes mutes afin de comparer leur sequence a celle du gene 
sauvage et mettre en evidence la (ou les) mutations rendant compte des phenotypes 
observes. Cette caracterisation genetique est menee parallelement a une 
caracterisation biochimique des proteines codees par les genes mutes (cf exemple 
7) afin de correler le (ou les) changements d'acides amines observes aux 

15 modifications des proprietes catalytiques constatees pour ces enzymes. 

5.1. Methode 

Dans le cas des genes papM issus de la mutagenese realisee a 
F hydroxylamine a 85°C sur les plasmides pVRC706, on a realise le sous-clonage 
et le sequen9age des genes papM des 7 clones selectionnes. La partie de la region 

20 MluI-BamHI de 1,7 kb des plasmides pVRC706 mutagenises portant les genes 
mutes papM a ete sous-clonee en deux sous-inserts dans des veGteurs derives du 
phage Ml 3 (Messing et al., 1981) adaptes au sequenfage d'ADN par la methode 
de Sanger (Sambrook et al. 5 1989) : le fragment Smal-Agel de 0,7 kb contenant la 
partie 3 5 du gene papM a ete clone au site Smal du vecteur M13mpl8 et le 

25 fragment Sall-PstI de 0,4 kb contenant la partie 5' a ete clone entre les sites Sail et 
PstI des vecteurs M13mpl8 et M13mpl9 (Figure 5). Les etapes necessaires a ces 
sous-clonages ont ete faites selon les protocoles standards decrits par Sambrook et 
al. (1989). Le sequenfage de ces deux inserts a ete realise sur double brin par la 
methode de terminaison de chaine dite de Sanger utilisant des dideoxynucleotides 

30 fluorescents du systeme PRISM ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle 
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Sequencing Kit commercialise par Applied Biosystems. Les reactions de 
sequen9age sont effectuees dans un appareil de P.C.R. sur de P ADN simple brin en 
utilisant comme amorce de synthese le primer universel (Sambrook et al., 1989) ou 
des oligonucleotides complementaires d'une sequence de 20 nucleotides de P insert 
5 a sequencer et synthetises par un synthetiseur automatise Biosearch 8600 (Blanc et 
al, 1995). Les produits de ces reactions sont ensuite analyses par un sequenceur 
automatique Applied Biosystems 3 70 A qui assure la migration electrophoretique et 
la lecture des sequences. Les sequences sont ensuite traitees grace aux programmes 
du serveur BISANCE du centre de Bioinformatique Infobiogen (Dessen et al., 
10 1990) qui permettent entre autre leur concatenation, leur traduction en proteine, la 
comparaison avec la sequence sauvage. 

5.2. Resultats 

Dans un premier temps les 7 clones suivants ont ete sequences sur simple brin et le 
ratio r a ete redetermine (dans une experience pour laquelle le ratio de Penzyme 
1 5 PapM sauvage a ete trouve egal a 0,40) 



mutant 


ratio 


Mutation 


Mutation (Nucl.) 


45 


0,52 


Thr274>Ile 


ACOATC 


49 


0,63 


Gly249>Ser 


GGOAGC 


52 


0,66 


Gly249>Asp 


GGC>GAC 


66 


0,67 


Thrl92>Ile 


ACOATC 


69 


0,51 


Met226>Ile 


ATG>ATA 


74D4 


0,63 


Gly249>Ser 


GGOAGC 


74D5 


0,52 


Met226>Ile 


ATG>ATA 



Les resultats de la comparaison des sequences des proteines codecs par les genes 
25 mutes papM issus de la mutagenese realisee a Phydroxylamine a 85 °C sur les 
plasmides pVRC706 avec la sequence de la proteine codee par le gene sauvage 
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papM (Blanc et al. ? 1994; Blanc et al, 1997) sont indiques sur la figure 7 et dans le 
tableau suivant, pour 2 des 7 clones selectionnes dont la sequence a ete verifiee en 
double brin. 





mutant 49 
(clone 49C9) 


mutant 66 
(clone 66A9) 


mutation nucleotidique 
dans le gene papM 


GGOAGC 


ACC > ATC 


substitution d'acide amine dans 
la proteine PapM 


Gly249 > Ser 


Thri92 > He 



5 Tableau 3 

Dans ce tableau, seules sont indiquees les mutations qui provoquent un 
changement d'acides amines de la proteine correspondante. Pour certains clones, et 
en particulier pour le clone 66 A9 nomme mutant 66, on a observe d'autres 
mutations dites silencieuses qui ne conduisent pas a de changement de la sequence 
10 en acides amines du fait de la degenerescence du code genetique. 

On constate que pour chacun des 7 clones selectionnes et sequences, on 
peut mettre en evidence une mutation ponctuelle dans le gene papM conduisant au 
changement d'un acide amine et correspondant effectivement aux types de 
15 changement C > T ou G > A attendus apres un traitement a rhydroxylamine. 
Parmi les 7 clones analyses, on retrouve plusieurs fois certaines de ces mutations 
de telle sorte qu'on peut regrouper ces 7 clones en 4 classes de mutants selon la 
position touchee. Les clones decrits ci-dessus represented 2 des 4 classes ainsi 
constitutes. 

20 Les effets de deux mutations ont ete plus particulierement etudiees dans la suite de 
ce travail, il s'agit, par reference a la sequence SEQ ID N°l, d'une part de la 
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substitution d'une cytosine en position 658 par une thymine (C658T) (allele mute 
66) et d' autre part de la substitution d'une guanine en position 828 par une adenine 
(G828A) (allele mute 49). 

5 Parallelement a cette caracterisation genetique, la caracterisation 

biochimique des proteines codecs par les genes mutes telle que decrite dans 
Pexemple 7, a permis d'observer un changement des proprietes catalytiques de ces 
enzymes par rapport a la proteine codee par le gene sauvage papM. 

II est ainsi possible de correler les changements d'acides amines observes 
10 aux modifications des proprietes catalytiques constatees pour ces enzymes. 

On remarque ainsi que pour le mutant 66, l'acide amine modifie est la 
threonine situee en position 192 juste avant le motif NPPY situe aux positions 193 
a 196 (Figure 7). Ce motif est conserve chez toutes les N-methylases et plus 
particulierement les N-methylases d'ADN (methylant les positions 6 des adenines 

15 et 4 des cytosines) et ferait partie du domaine catalytique de ces enzymes 
(Schluckebier et al. 5 1995). La modification du residu threonine, un acide amine 
polaire, en residu isoleucine qui est hydrophobe, est done vraisemblablement 
importante pour les proprietes catalytiques de la proteine correspondante. On a en 
effet constate un changement important des proprietes catalytiques de l'enzyme 

20 codee par le gene mute 66 et plus particulierement pour la deuxieme reaction de 
methylation (cf exemple 7). 

Exemple 6 : construction par genie genetique de genes papM doublement 
mutes a partir des genes mutes papM issus de la mutagenese realisee sur les 
plasmides pVRC706 

25 Cet exemple illustre la construction par genie genetique de genes 

doublement mutes a partir de genes presentant des mutations simples obtenus apres 
une mutagenese realisee a Thydroxylamine sur ADN plasmidique (cf exemple 2), 
selectionnes par criblage enzymatique (cf exemple 4) et caracterises par 
s6quen9age (cf exemple 5). De maniere surprenante, cette strategic a permis 
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d'obtenir des genes mutes plus interessants cumulant les proprietes observees chez 
les simples mutants. 

Plusieurs combinaisons de mutations prises deux a deux ont ete effectuees. 
A titre d'exemple, la combinaison des mutations 49 et 66 est detaillee ci-dessous. 
5 A cet effet, un gene chimere a ete realise en accolant la partie 5' du gene mute 
papM 66 avec la partie 3' du gene mute papM 49. Pour ce faire, on isole les 
fragments d'ADN suivants : 

- le fragment Mlul-Xhol de 0,65 kb est isole a partir du plasmide pVRC713 
portant le gene mute papM 66 (cf exemple 4). Ce fragment contient le debut de 

10 1' allele 66 y compris le codon ATC qui a ete mute et qui code pour Pisoleucine que 
Ton trouve en position 192 de la methylase modifiee 66 (voir figure 7). 

- le fragment XhoI-BamHI de 1,05 kb est isole a partir du plasmide 
pVRC71 1 portant le gene mute papM 49 (voir exemple 4). Ce fragment contient la 
fin de P allele 49 y compris le codon AGC qui a ete mute et qui code pour la serine 

15 que Ton trouve en position 249 de la methylase modifiee 49 (voir figure 7). 

Ces deux fragments sont co-clones selon les protocoles standards de 
Sambrook et al. (1989) entre les sites uniques MluI-BamHI du plasmide pMTL23 
(Chambers et al., 1988) de maniere a reconstituer un plasmide ayant une structure 
analogue a celle de pVRC706 (figure 5), a ceci pres qu'il porte l'allele doublement 
20 mute du gene papM codant pour une proteine modifiee aux positions 192 et 249. 
Le plasmide resultant est nomme pVRC718 et permet P expression du gene 
doublement mute 49/66 apres transformation de cellules electrocompetentes de la 
souche E. coli DH5a et induction du promoteur Plac par ajout de ImM d'IPTG. 

L'allele doublement mute 49/66 est ensuite transfere dans un deuxieme 
25 vecteur d'expression pETllc (Novagen) utilisant le promoteur fort PT7 reconnu 
par PARN polymerase du phage T7. Pour ce faire, on isole a partir du plasmide 
pVRC718 le fragment BgllLBamHI de 1,8 kb portant le gene papM 49/66 que Pon 
clone au site unique BamHI de pETllc. On selectionne un plasmide recombinant 
nomme pVRC 721 decrit sur la figure 8 correspondant au sens d' insertion de 
30 maniere a realiser une fusion traductionnelle entre le gene 10 du phage T7 et le 
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gene papB situe en amont du gene papM. Ce plasmide est ensuite introduit dans la 
souche d'expression E. coli B121(DE3) permettant P expression de TARN 
polymerase du phage T7 et done du gene papM 49/66 transcrit a partir du 
promoteur T7. 

5 Avec une construction similaire utilisant le systeme d'expression du phage 

T7, il a ete observe une surproduction de la proteine PapM sauvage 10 fois plus 
importante que la production obtenue avec le plasmide pVRC706 (Blanc et al., 
1997). Le systeme utilisant le phage T7 permet de meme de surproduire la 
methylase modifiee codee par le gene doublement mute 49/66 en vue de sa 
1 0 purification et de sa caracterisation comme il est decrit dans Fexemple 7. 

Exemple 7 : caracterisation biochimique du produit du gene papM (sauvage 
ou mute) de S. pristinaespiralis exprime dans des souches de E. coli . 

Cet exemple illustre la determination des constantes cinetiques des 
reactions catalysees par la proteine PapM (mutee ou sauvage). La proteine PapM 
15 catalyse deux reactions, d'une part la methylation de la 4-amino-L-phenylalanine 
(L-PAPA) en 4-methylamino-L-phenylalanine (L-MMPAPA) et d'autre part, la 
methylation de la 4-methylamino-L-phenylalanine en 4-dimethylamino-L- 
phenylalanine (L-DMPAPA). 

7.1. Dosage de Tactivite de methylation de la 4-amino-L-phenylalanine en 
20 4-methylamino-L-phenylalanine et de l'activite de methylation de la 4- 
methylamino-L-phenylalanine en 4~dimethylamino-L-phenylalanine . 

Cet exemple illustre le dosage de deux activites terminales de la 
biosynthese de la 4-dimethylamino-L-phenylalanine, composant de la 
pristinamycine IA. II s'agit de la methylation de la 4-amino-L-phenylalanine en 4- 
25 methylamino-L-phenylalanine (methylation 1) d'une part, et de la methylation de 
la 4-methylamino-L-phenylalanine en 4-dimethylamino-L-phenylalanine 
(methylation 2) d'autre part ; ces deux activites utilisant la SAM comme donneur 
de groupement methyle (figure 4). 

Les fractions enzymatiques a doser (1 a 20 unites) sont incubees pendant 
30 30 min a 27°C dans un volume total de 200 jil de tampon pH 6.8 bis-tris-propane 
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50mM contenant de la SAM (200 ^M) dont le groupement methyle est marque 
radioactivement avec l'isotope 14 de l'atome de carbone (2 Ci/mol), en presence de 
4-amino-L-phenylalanine (1 mM) pour le dosage de la methylation 1 ou de 4- 
methylamino-L-alanine (2.5 mM) potir le dosage de la methylation 2. 

5 La reaction est arretee par ajout de 16 jal d'acide chlorhydrique a 37% puis 

de 20 \xl d'heptanesulfonate de sodium a 240 g/1. Apres centrifugation, 150 \xl de 
surnageant sont injectes dans le systeme de CLHP en mode gradient suivant : 

- Phase mobile : Eluant A=l 5 2 g d'heptanesulfonate+2,5 ml d'acide acetique glacial 
+ eau (qsp 1000 ml). Eluant B = 1,2 g d'heptanesulfonate de sodium + 2,5 ml 
10 d'acide acetique glacial + 300 ml d'acetonitrile + eau (qsp 1000 ml). Le gradient 
est realise de la fa<?on suivante a t = 0 , 30 % d'eluant B ; t = 16 (min.), 30 % 
d'eluant B ; t = 17 (min.) ? 100 % d'eluant B ; t = 20 min. , 100 % d'eluant B ; t = 21 
min. , 30 % d'eluant B ; t - 25 (min.), 30 % d'eluant B. 



15 - phase stationnaire : colonne Nucleosil® CI 8 5 |am 150 x 4,6 mm (Macherey- 
Nagel) 

En sortie de colonne, les substrats et produits de la reaction enzymatique 
sont quantifies par absorption a 254 nm. Cette detection est couplee a une 
detection radiochimique en ligne au moyen d'un detecteur Berthold LB506 equipe 
20 d'une cellule a scintillation solide de type GT400-U4. Ceci permet de suivre 
specifiquement l'incorporation de groupements methyles radioactifs dans les 
produits de la reaction. 

L'unite d'activite enzymatique pour la methylation 1 (ainsi que pour la 
methylation 2) est definie comme la quantite d'enzyme necessaire pour incorporer 
25 1 nmole de groupement methyle dans la 4-amino-L-phenylalanine (ou dans la 4- 
methylamino-L-phenylalanine). 

7.2. Purification des proteines recombinantes de S. vristinaespiralis 
(sauvage et mutees) presentant les activites N-methyl transferase SAM dependante 
catalysant la methylation de la 4-amino-L-phenylalanine en 4-methylamino-L- 
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phenylalanine et la methylation de la 4-methylamino-L-phenylalanine en 4- 
dim&hvlamino-L-phenylalanine . 

Cet exemple illustre la purification (Tune enzyme de S. pristinaespiralis 
SP92, intervenant dans la voie de biosynthese de la pristinamycine IA, exprimee 
5 chez E. coli par clonage du gene papM modifie. 

7.2.a. Purification de 1'enzyme PapM mutant 49/66. 

En utilisant le dosage decrit precedemment dans l'exemple 7.1, la 
purification de la N-methyl transferase SAM dependante est realisee comme decrit 
ci-dessous en prenant soin de congeler et conserver a-70°C les fractions actives 
1 0 entre chaque etape si necessaire. 

Le culot de centrifugation d'une culture de E. coli 
BL21(DE3) : :pVRC721 (cf. exemple 6) surproduisant le variant 49/66 de PapM 
apres induction par 1TPTG est lave par un tampon pH 7.2 phosphate 100 mM, 1 
mM PMSF, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 0,5 M KC1, 10% v/v de glycerol. Deux 

15 grammes du culot lave sont repris dans 20 ml de tampon pH 8 Tris-HCl 0,1M 
contenant 4 mM DTE, 5 mM benzamidine, 0,2 mM Pefabloc, 100 j^g/1 E-64, 2 
mg/1 leupeptine, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mg/1 aprotinine, 20% glycerol et 2 
mg/ml lysozyme. Ce tampon est maintenu a +4°C. La suspension ainsi obtenue est 
vigoureusement agitee a + 4°C. Apres 30 min d'agitation, on ajoute 0,2 mg/ml 

20 desoxyribonuclease I et 5 mM MgCl2. Apres 90 min d'agitation, l'extrait est 
centrifuge pendant 1 heure a 50 000 g . Le surnageant est dessale, en aliquotes de 
2,5ml, par permeation de gel sur des eolonnes de PD-10 (Pharmacia) equilibree 
dans un tampon pH 6,8 bis-tris 20 mM contenant 4 mM DTE, 5 mM benzamidine, 
0,2 mM Pefabloc, 100 jug/l E-64, 2 mg/1 leupeptine, 1 mM EDTA, ImM EGTA, 2 

25 mg/1 STI,. 2 mg/1 aprotinine, 20% v/v glycerol. Une partie de l'eluat proteique est 
alors chromatographic ( 34 mg de proteine) sur une colonne MonoQ HR® 10/10 a 
un debit de 3 ml/min avec un gradient lineaire croissant de chlorure de sodium ( 0 
a 0,3 M ) dans un tampon pH 6,8 bis tris 20mM, contenant 4 mM DTE, 2mM 
benzamidine, 100 ng/1 E-64 ,2 mg/1 leupeptine, 20% v/v glycerol. A la sortie de la 

30 colonne, les fractions sont completees par 10% v/v de tampon pH 6,8 bis-tris 20 
mM, contenant 4 mM DTE , 30 mM benzamidine, 2 mM Pefabloc, 100 jixg/1 E-64, 
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2 mg/1 leupeptine, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 10 mgA STI, 10 mg/L aprotinine, 
20% v/v glycerol. Dans ces conditions, les deux activites de methylation ( 1 et 2) 
sont detectees de fa9on identique dans les fractions d'exclusion et les premieres 
fractions d'elution. Ces fractions sont regroupees, concentrees par ultrafiltration 
5 sur Centriprep ® 10 puis sur Centricon ® 10. Ce concentrat est amene a 0 5 85 M 
de sulfate d' ammonium puis chromatographic (20 a 80 mg a chaque cycle) sur une 
colonne Phenyl-Superose HR ®5/5 a un debit de 0,5 ml/min avec un gradient 
lineaire decroissant de sulfate d' ammonium (0,85 a 0 M) dans un tampon pH 6,8 
bis tris 50mM, contenant 4 mM DTE, 2 mM benzamidine, 100 jag/1 E-64, 2 mg/ml 

10 leupeptine, 1 mM EDTA, ImM EGTA, 10 % v/v glycerol. A la sortie de la 
colonne, les fractions sont completees par 10 % v/v de tampon pH 6,8 bis-tris 50 
mM, contenant 4 mM DTE, 30 mM benzamidine, 2 mM Pefabloc, 100 (j.g/1 E-64, 
2 mg/1 leupeptine, 1 mM EDTA, ImM EGTA, 10 mg/1 STI, 10 mg/1 aprotinine, 
10% glycerol. Dans ces conditions, les deux activites de methylation (1 et 2) sont 

15 detectees de fa<?on identique dans les fractions d'elution correspondant a environ 
0,15 M sulfate d'ammonium. 

Apres cette etape, l'enzyme est pure. Elle presente en electrophorese 
SDS-PAGE, une seule bande centree a un poids moleculaire aux environs de 
32000. 

20 



Etape de 
purification 


vol. (ml) 


Proteines 

.tog) 


Act.Spe\ 
__ (unites Vmg) _ 


Rendement 

_C2fi 


Facteur de 
purification 


Extrait brut 


4,3 


33,7 


3400 






PD 10 


6 


31,5 


3400 


93,5 


1 


MonoQ 
HR10/10 


17,5 


3,0 


19365 


36,9 


4,1 


Ph^nyl- 
Superose 


1 


0,145 


28000 


3,5 


8,2 
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a II s'agit des unites d'activite enzymatique pour la methylation 1 definies a 
Pexemple 7.1. 

Tableau 4 : purification de P enzyme 4-amino-L-phenylalanine (phenyl N)- 
methyltransferase mutant 49/66 a partir de la souche E. coli BL21(DE3) ::pVRC 
5 721. Le facteur de purification est calcule d'apres P augmentation de Pactivite 
specifique des fractions au cours de la purification. 

7.2.b. Purification des enzymes PapM sauvage, mutant 49 et mutant 66. 

Les enzymes PapM wt ? papM 49 et papM 66 sont purifiees a partir de cultures de 
E. coli DH5a transformees respectivement avec les plasmides pVRC706, 
10 pVRC711 et pVRC713 (cf. exemple 4) et induites par P IPTG. Le protocole de 
purification utilise est le meme que celui qui est decrit a Pexemple 7.2.a 

7.3. Mesure des constantes cinetiques Km et V max des methylases 
purifiees PapM ( sauvage et mutees) 

Les conditions de dosage de Pactivite de methylation sont identiques a 
15 celles decrites dans Pexemple 7-1 a l'exception de la concentration en SAM de 2 
mM dont le groupement methyle est marque radioactivement avec P isotope 14 de 
Patome de carbone (2 Ci/mol). Des gammes de concentration allant de 0 ? 1 a 60 
mM pour chacun des substrats 4-amino-L-phenylalanine pour la methylation 1 et 
4-methylamino-L-phenylalanine pour la methylation 2 ont ete realisees. Pour 
20 chaque concentration de chaque substrat, la vitesse de reaction est mesuree et 
exprimee en nmoles transformees par heure et par mg de proteines. 

Les valeurs des constantes cinetiques sont deduites des courbes de 
Michaelis-Menten tra<?ees k Paide du logiciel Enzfiter. 

Les valeurs obtenues pour P enzyme native PapM sauvage et pour les 
25 formes mutantes PapM 49, PapM 66 et PapM 49/66 sont rassemblees dans le 
tableau ci-dessous. 



PAPA 



MMPAPA 
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Clone 






Km2/Kml 


Vml/Vm2 


Kml 
(mM) 


Vml 
(nmoles/h/mg) 


Km2 
(mM) 


Vm2 
(nmoles/h/ 
mg) 


wt 


0,5 


112600 


0,55 


114000 


1,1 


0,99 


49 


12 


10600 


30 


2820 


2,5 


3,8 


66 


0,57 


45200 


2,2 


19700 


3,9 


2,3 


49/66 


9 


28000 


22 


9100 


2,5 


3,1 



Tableau 5 



Ces resultats montrent qu'il est possible d'obtenir par cette methode une 
nouvelle enzyme montrant de nouvelles proprietes catalytiques par rapport a 
T enzyme naturelle. Pour chaque forme mutante de l 5 enzyme, il a ete determine 
5 l'efficacite enzymatique de chaque reaction de methylation (methylation 1 et 
methyl ation 2). Cette efficacite est definie par le rapport Vml /Kml (methylation 
1) ou Vm2/Km2 (methylation 2). 

Puis, pour chaque forme, le ratio des efficacites enzymatiques (reaction de 
methylation 1/ reaction de methylation 2) a ete determine. Ce ratio est egal a Vml . 
10 Km2/Vm2.Kml. 

Le ratio obtenu pour 1' enzyme Pap M sauvage est de 1,1. 

Les mutants de Pap M ont ete selectionnes de telle fa<?on que le ratio des 
efficacites enzymatiques soit superieur a 2,5. Les meilleurs mutants ont montre des 
ratios superieurs a 7 et de preference voisins de 10. 

15 





Kml 


Vml 


Km2 


Vm2 


Vml / Kml 


Vm2 / Km2 


Vml.Km2 
Vm2 Kml 


wt 


0.5 


112600 


0.55 


114000 


225200 


207270 


1.08 
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49 


12 


10600 


30 


2820 


880 


94 


9.36 


66 


0.57 


45200 


2.2 


19700 


79300 


8950 


8.86 


49/66 


9 


28000 


22 


9100 


3110 


410 


7.58 



Tableau 7 

7.4. Test de competition entre les deux substrats 4-amino-L-phenylalanine 
et 4-methylamino-L-phenylalanine. 

Cet exemple illustre comment nous avons pu discriminer la methylase la 
plus performante pour la production de PIB 5 c'est a dire celle qui catalyse le mieux 
la premiere reaction de methylation de la p-amino-L-phenylalanine en p-methyl-L- 
phenylalanine par rapport a la deuxieme reaction de methylation de la p-methyl-L- 
aminophenylalanine en p-dimethylamino-L-phenylalanine. 

Le ratio des vitesses de transformation des deux substrats competitifs est 
donne par la formule: 

Vl/V2=( Kcatl/Kml )[Sl]/( Kcat2/Km2 )[S2] 

Kcat etant le "turn over" de r enzyme ou le nombre de moles de substrat 
methyle par nombre de moles d'enzyme et par unite de temps. 

Cette formule est valable pour toutes concentrations de SI et de S2. 

En fait, quelles que soient les concentrations de SI et de S2 presentes, la 
reaction enzymatique est la somme de deux composantes, comme si elle etait 
catalysee par deux enzymes separees, Tune agissant sur SI et inhibee 
competitivement par S2 5 Tautre agissant sur S2 et inhibee competitivement par SI 

Toute modification du Km et/ou de la Vmax. de Tun des deux substrats se 
repercutera sur le taux de transformation de T autre et entrainera une variation du 
ratio V1/V2. 
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On s'afifranchit ainsi de la quantity de substrat et d'enzyme mise en jeu en 
prenant soin de ne pas transformer plus de 2% de chacun des substrats. 

En utilisant les memes conditions de dosage de Pactivite de methylation 
que celles decrites dans l'exemple 7-1 5 a Fexception de la concentration de la 
5 SAM qui est de 2 mM et dont le groupement methyle est marque radioactivement 
avec 1'isotope 14ide Tatome de carbone ( 2,5 Ci/mol ) et avec la presence 
simultanee des deux substrats aux concentrations en 4-amino-L-phenylalanine de 1 
mM et en 4-methylamino-L-phenylalanine de 2 mM, la vitesse de chacune des 
reactions a ainsi pu etre determinee. 

10 Les essais sont realises simultanement sur les mutants decrits dans les 

exemples 4 a 6, et en utilisant les memes solutions de substrats. 

Dans ces conditions, la methylase doublement mutee 49/66 apparait 
comme etant la plus selective, elle catalyse la premiere reaction de methylation 7 
fois mieux que la deuxieme, alors que l'enzyme native catalyse les deux reactions 
15 de maniere similaire. 

EXEMPLE 8 : Construction de souches recombinantes de S. pristinaespiralis 
disruptees dans le gene papM 

Cet exemple illustre la construction de souches recombinantes de S. 
pristinaespiralis disruptees dans le gene papM. De telles souches constituent la 

20 premiere etape de la construction de souches recombinantes dont le gene papM 
sauvage est remplace par un des alleles mutes obtenus et caracterises comme il est 
decrit dans les exemples precedents. De plus ces souches produisent 
principalement un compose de la famille des PI, la PINH2 (Figure 3) qui n'est pas 
synthetise naturellement par les souches possedant le gene sauvage papM. Ces 

25 souches represented done une voie d'acces a la PINH2 qu'il serait impossible 
d'isoler a partir de souches non disruptees dans le gene papM. 

8.L Construction de souches recombinantes disruptees dans le gene papM 

La disruption du gene papM a ete realisee dans plusieurs souches de S. 
pristinaespiralis : 
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- la souche S. pristinaespiralis SP92 precedemment decrite qui produit un melange 
de PI et PH (Blanc et al, 1994) 

- la souche SP213 derivee de SP92 apres mutagenese chimique. Cette souche 
produit specifiquement des PL 

5 La strategic de construction de souches recombinantes disruptees dans le 

gene papM est la meme pour ces deux souches. Les resultats obtenus avec la 
souche SP213 sont detailles dans la suite de cet exemple. 

Cette construction a ete realisee a Paide du plasmide pVRC1303 (cf figure 
9) derive du vecteur suicide pDH5 capable de se repliquer uniquement chez E. coli 
10 et portant un gene de resistance s'exprimant chez Streptomyces (Hillemann et al., 
1991). 

8.1.1. Construction du plasmide pVRC1303 

Le plasmide pVRC1303 a ete construit apres 4 etapes principales de 
clonage decrites sur la figure 9 a partir : 

15 - du vecteur pDH5 portant une origine de replication fonctionnelle chez E. 

coli, le gene de resistance a 1'ampicilline s'exprimant chez E. coli et le gene de 
resistance au thiostrepton et au nosiheptide s'exprimant chez Streptomyces 
(Hillemann etal., 1991) 

- du plasmide pVRC409 (Blanc et al., 1994) pour preparer le fragment 
20 BsiWI-PstI de 2,5 kb portant une partie des genes du cluster pristinamycine situes 

en aval du gene papM 

- du plasmide pVRC900 (Blanc et al., 1994; Blanc et.. al, 1997) pour 
preparer le fragment PvuH-PvuII de 3,3 kb portant une partie des genes du cluster 
pristinamycine situes en amont du gene papM 

25 - des plasmides pHP45Q-Km (Fellay et al., 1987) et pIJ702 (Hopwood et 

al., 1985) pour preparer, apres une etape de clonage intermediaire, le fragment 
EcoRI-EcoRI de 3,7 kb portant essentiellement le gene de resistance a la 
kanamycine s'exprimant chez K coli et chez Streptomyces. Cette cassette Q-Km 
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portant le gene de resistance a la kanamycine est introduite entre les regions amont 
et aval du gene papM clonees dans le pVRC1303 et remplace le gene papM 
manquant (figure 9). 

Toutes les etapes necessaires a ces clonages (isolement d'ADN 
5 plasmidique, digestion d'ADN plasmidique par enzyme de restriction, remplissage 
d'extremites 5' sortantes par traitement a V enzyme Kleenow, migration et analyse 
de digestions enzymatiques par electrophorese en gels d'agarose, preparation de 
fragments d'ADN apres migration electrophoretique, reactions de ligation, 
transformation de E. coli, selection et analyse des clones recombinants) ont ete 
10 faites selon les protocoles standards decrits par Sambrook et al. (1989). 

8.1.2. construction de souches recombinantes de S. pristinaespiralis 
disruptees dans le gene papM par recombinaison homologue avec le plasmide 
pVRC1303 

Les souches recombinantes ont ete isolees apres transformation de la 
15 souche SP213 avec le plasmide pVRC1303. 

La preparation des protoplastes de ces souches et leur transformation par la 
methode utilisant le PEG ont ete realisees comme il est decrit dans Hopwood et al. 
(1985). Apres transformation par 5 fois Ijig de pVRC1303, les protoplastes sont 
etales sur milieu R2YE (Hopwood et al., 1985) et selectionnes apres une nuit de 
20 regeneration par etalement d'une surcouche de 3 ml de milieu SNA contenant 10 
jug/ml de kanamycine. 

Sur les 5 transformations realisees, 37 clones resistants a la kanamycine ont 
ete isoles. Ces recombinants peuvent resulter : 

- soit d'une integration dans le chromosome du plasmide pVRC1303 a la 
25 suite d'une simple evenement de recombinaison homologue entre les regions 

chromosomique et plasmidique situees en amont ou en aval du gene papM (cas de 
simple crossing over) 

- soit d'un echange entre la cassette fi-Km plasmidique portant le gene de 
resistance a la kanamycine et le gene chromosomique papM a la suite d'un double 
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evenement de recombinaison homologue entre les regions chromosomique et 
plasmidique situees en amont et en aval du gene papM (cas de double crossing 
over represents sur la figure 10) 

Dans ces deux cas, la cassette Q-Km se trouve transferee sur le 
5 chromosome de la souche recombinante et lui confere une resistance a la 
kanamycine. Par contre ce n'est que dans le cas du simple crossing over que le 
gene present dans le plasmide pVRC1303 (Figure 9) se trouve transfere sur le 
chromosome de la souche recombinante et lui confere une resistance au 
thiostrepton ou et au nosiheptide (Hillemann et al. 5 1991). Les deux cas de figure 
10 de crossing overs (simple ou double) peuvent done etre distingues par Fanalyse du 
phenotype de resistance ou de sensibilite au nosiheptide. 

Pour ce faire, les clones recombinants issus des 5 transformations par le 
pVRC1303 et selectionnes pour leur resistance a 10 |ig/ml de kanamycine comme 
il est decrit ci-dessus 5 ont ete repiques sous forme de patchs sur milieu HT 

15 (Hopwood et al., 1985) contenant 10 [ig/ml de kanamycine puis testes sur milieu 
HT contenant 400 (ig/ml de nosiheptide. Seuls les clones presentant le phenotype 
(Kana R ,Nosi s ) ont ete selectionnes car ils correspondent au cas de double crossing 
over recherche. Ces clones recombinants ont ensuite ete purifies de la fa$on 
suivante : on prepare un stock de spores de ces clones selon la methode de 

20 Hopwood et al. (1985) apres etalement et croissance sur milieu HT contenant 10 
jig/ml de kanamycine que Ton dilue puis reetale sur le meme milieu afin d'obtenir 
des colonies isolees. Ces colonies constituent des sous-clones purs des clones 
selectionnes. On a ainsi analyse 2 sous-clones issus de 5 clones differents. 

Afin de verifier la structure chromosomique de ces sous-clones, on extrait 
25 leur ADN genomique apres les avoir cultive en milieu liquide YEME contenant 10 
[xg/ml de kanamycine selon la technique de lyse au lyzozyme et d' extraction au 
phenol/chloroforme decrite par Hopwood et al. (1985). On realise plusieurs 
Southerns de TADN total de ces differents clones digere par EcoRI et SphI que 
Ton hybride avec le plasmide pVRC1303 linearise par EcoRI et utilise comme 
30 sonde apres marquage par random priming obtenu avec le (oc- 32 P) dCTP et le kit de 
marquage (Random primed DNA labelling kit) commercialise par Amersham. Les 
techniques utilisees sont celles decrites par Sambrook et al. (1989). Les resultats 
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d'hybridation montrent clairement que les sous-clones ont ete obtenus par double 
crossing over entre le vecteur pVRC1303 et le chromosome de la souche SP213 
decrit sur la figure 10. On verifie notamment la presence dans ces sous-clones d'un 
fragment EcoRI de 9,9 kb hybridant avec la sonde qui n'est pas present chez la 
5 souche sauvage SP213 pour laquelle la taille du fragment EcoRI hydridant est de 
6.8 kb. 

Un des clones ayant le genotype SP213ApapM :: Q kanaR a ete nomme 
SP21 6. Ce clone a ete retenu pour P analyse de sa production et pour poursuivre les 
constructions genetiques en vue d'obtenir des souches recombinantes dont le gene 
10 papM sauvage a ete remplace par un des alleles mutes ou doublement mutes de 
papM tels que decrits dans les exemples precedents. 

8.2. Production de pristinamycines par le mutant SP216. 

Cet exemple illustre comment il est determine que le mutant de 
S.pristinaespiralis SP216 disrupte dans le gene papM produit principalement de la 
15 PI NH2 [4^-amino-des(4^-dimethylamino) pristinamycine IA] dans les conditions 
standards de fermentation. La structure de la PINH2 est representee sur la figure 2. 

Le mutant SP216 ainsi que la souche sauvage temoin SP213 ont ete 
cultives en milieu de production liquide. La fermentation a ete realisee comme suit 
: 0,5 ml d'une suspension de spores de la souche precitee sont ajoutes en 

20 conditions steriles a 40 ml de milieu inoculum dans un erlen chicane de 300 ml. Le 
milieu inoculum est constitue de 1 0 g/1 de Corn Steep, 1 5 g/1 de saccharose, 1 0 g/1 
de (NH4) 2 S0 4 , 1 g/1 de K 2 HP0 4 , 3 g/1 de NaCl, 0,2 g/1 de MgSO 4 -7H 2 0 et 1,25 g/1 
de CaC03. Le pH est ajuste a 6,9 par de la soude avant V introduction du carbonate 
de calcium. Les erlens sont agites pendant 44 h a 27°C sur un agitateur rotatif a la 

25 vitesse de 325 rpm. On ajoute sterilement 2,5 ml de la culture precedente agee de 
44 h a 30 ml de milieu de production dans un erlen de 300 ml. Le milieu de 
production est constitue de 25 g/1 de farine de soja, 7,5 g/1 d'amidon, 22,5 g/1 de 
glucose, 3,5 g/1 de levure fourragere, 0,5 g/1 de sulfate de zinc et 6 g/1 de carbonate 
de calcium. Le pH est ajuste a 6.0 avec de Pacide chlorhydrique avant 

30 V introduction du carbonate de calcium. 
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Les erlens sont agites pendant 50 h k 27°C. Aussitot la fermentation 
terminee, le volume de mout est mesure et on ajoute deux volumes de phase 
mobile composee de 34 % d'acetonitrile et 66 % d'une solution de 0,1 M KH2PO4 
(ajuste a pH 2.9 avec H3PO4 concentre) permettant l'extraction des pristinamycines. 
5 Apres agitation, le tout est filtre, les pristinamycines sont contenues dans le 
surnageant Elles sont alors dosees par CLHP en injectant 150 (il du surnageant de 
centrifugation sur une colonne Nucleosil 5-C8® de 4,6 x 150 mm eluee par un 
melange de 40 % d'acetonitrile et de 60 % de tampon phosphate 0,1 M pH 2,9. Les 
pristinamycines sont detectees par absorption UV a 206 nm et eventuellement par 
10 leur emission de fluorescence (filtre 370 nm, excitation a 306 nm ). La production 
de pristinamycines est presentee dans les tableaux ci-dessous. 



Souche 


PINH2 


SP213 (papMwt) 


<0,1 


SP216 (ApapM :: Q kanaR) 


7 



Tableau 8 : niveau de production (en mg/1) en PINH2 des souches SP213 

et SP216 



15 Ces resultats montrent que dans les conditions de fermentation realisees, 

le mutant SP216 produit essentiellement de la PINH2, alors que le temoin SP213 
produit une quantite standard de PI, dont la principale est la PIA. 

Exemple 9 : construction de souches recombinantes de 5. pristinaespiralis 
20 comportant le gene papM allele 49/66 ou le gene papM allele 66. 

Cet exemple illustre la capacite des souches recombinantes de S. 
pristinaespiralis mutees dans le gene papM a produire selectivement un compose 
de la famille des PI, la PIB (figure 2). La PIB est synthetisee naturellement par les 
souches possedant le gene sauvage papM mais a des taux tres faibles d'environ 5% 
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au maximum. Ces souches represented done une voie d'acces a la PEB produite 
ainsi en plus grande quantite et de maniere tres specifique. 

9.1. Construction de souches recombinantes mutees dans le gene papM 

5 L' introduction du gene papM mute 49/66 a ete realisee dans la souche S. 

pristinaespiralis SP92 precedemment decrite qui produit un melange de PI et PII 
(Blanc et al, 1994) et dans la souche SP213 derivee de SP92 apres mutagenese 
chimique ; la souche SP213 produit specifiquement des PI. 

L'introduction du gene papM mute 66 a ete realisee dans la souche SP213 
10 derivee de SP92. 

La strategic de construction de souches recombinantes portant un des 
alleles mutes du gene papM est la meme quelque soit le type de mutation de 
T allele du gene papM (49/66 ou 66) et quelque soit la souche choisie. Elle consiste 
a transformer les souches recombinantes dont le gene papM sauvage a ete disrupte 
15 et remplace par une cassette Q-Km (cf exemple 8) par un plasmide suicide 
permettant l'echange de cette cassette par un des alleles mutes de papM. 

A titre d'illustration, il est detaille ci-apres 1' introduction du gene papM 
mute allele 49/66 dans la souche SP216 (Pobtention de la souche SP216 est decrite 
dans l'exemple 8). Cette construction a ete realisee a Paide du plasmide 
20 pVRC1306 (cf figure 11) derive du vecteur suicide pDH5 capable de se repliquer 
uniquement chez E. coli et portant un gene de resistance au thiostrepton ou au 
nosiheptide s'exprimant chez Sfreptomyces (Hillemann et al. s 1991). 

On a indique dans l'exemple 9.2, les resultats de production de 
pristinamycines obtenus avec plusieurs souches recombinantes derivees de SP92 
25 ou de SP213 et exprimant soit le gene mute papM 66, soit le gene mute 
papM49/66. 



9.1.1. Construction du plasmide pVRC 1 306 
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Le plasmide pVRC1306 comportant portent le gene papM allele 49/66 a ete 
construit a partir du plasmide pVRC1303 portant une deletion du gene papM. cette 
construction est realisee en trois etapes tel que decrit dans la figure 1 1 . Pour ces 
5 clonages, les plasmides suivants ont ete utilises : 

- le plasmide pBR322 est un vecteur de clonage dans E. coli qui a servi de vecteur 
intermediaire pour transferer le fragment EcoRI de 8.9 kb du pVRC1303 decrit 
dans l'exemple 8.1.1 et contenant, entre autre, le gene papM delete par la cassette 
W-Km portant le gene de resistance a la kanamycine. Le clonage s'est fait au 

10 niveau du site EcoRI du pBR322 et le plasmide obtenu a ete nomme pVRC1304. 

- le plasmide pVRC 721 decrit dans l'exemple 6 (figure 6) a servi a preparer 
P insert Mlul/Agel de 1 kb contenant le gene papM allele 49/66. Cet insert a 
ensuite ete echange avec le fragment Mlul/Agel de 4 kb du pVRC1304 et le 
plasmide obtenu a ete nomme pVRC1305. 

15 - le plasmide pVRC1303 a permis d'echanger le fragment EcoRI de 8.9 kb avec le 
fragment EcoRI de 5.83 kb du pVRC1305 contenant le gene papM allele 49/66. 

Le plasmide final pVRC1306 (figure 11) comporte done le gene papM allele 
49/66 ainsi qu'une partie amont et aval de ce gene, Tensemble etant clone dans le 
vecteur pDH5 decrit dans l'exemple 8.1.1 

20 

9.1.2. Construction de souches recombinantes de S. pristinaespiralis 
mutees dans le gene papM allele 49/66 par recombinaison homologue avec le 
plasmide pVRC1306 

Les souches recombinantes ont ete isolees apres transformation de la 
25 souche SP216 decrite dans l'exemple 8 avec le plasmide pVRC1306. Pour cela 
deux etapes ont ete necessaires. La premiere etape a consiste a selectionner par 
analyse du phenotype (Kana R ,Nosi R ) une souche issue d'un simple evenement de 
recombinaison homologue entre les regions chromosomique et plasmidique situees 
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en amont du gene papM (figure 12). La deuxieme etape a consiste k selectionner, a 
partir de la souche (Kana R ,Nosi R ), le deuxieme evfenement de recombinaison 
homologue par analyse du phenotype (Kana s ,Nosi s ) des clones obtenus (figure 13). 

La realisation de ces deux etapes est decrite ci-apres. 

5 La preparation des protoplastes de ces souches et leur transformation par la 
methode utilisant le PEG ont ete realisees comme il est decrit dans Hop wood et al. 
(1985). Dix transformations independantes ont ete faites avec pour chacune, 1 jag 
de pVRC1306. Les protoplastes sont etales sur milieu R2YE (Hopwood et al., 
1985) et selectionnes apres une nuit de regeneration par etalement d'une surcouche 
10 de 3 ml de milieu SNA contenant 400 ^ig/ml de nosiheptide. 

Sur les 10 transformations realisees, 7 clones resistants au nosiheptide 
(Hillemann et al., 1991) ont ete isoles. Ces recombinants resultent d'une 
integration dans le chromosome du plasmide pVRC1306 a la suite d'un simple 
evenement de recombinaison homologue entre les regions chromosomique et 

15 plasmidique situees en amont du gene papM, ce qui confere a ces clones une 
double resistance, a la fois a la kanamycine (du fait de la souche transformee) et au 
thiostrepton (du fait de la recombinaison du plasmide). Les 7 clones recombinants 
ont done ete repiques sur milieu HT avec 10 fxg/ml de kanamycine et sur milieu 
HT avec 400 jug/ml de nosiheptide. La totalite des clones presente le phenotype 

20 attendu (Kana R ,Nosi R ). Ces clones ont ete purifies deux fois selon la methode 
suivante : un stock de spores de ces clones a est prepare selon la methode de 
Hopwood et al. (1985) et des colonies isolees sont obtenues apres etalement de 
differentes dilutions du stock sur milieu HT contenant 400 |ag/ml de nosiheptide ; 
Ces colonies constituent des sous-clones purs des clones selectionnes. La structure 

25 chromosomique de deux sous-clones issus de deux clones a ete analysee par 
Southern Blot. 

L'ADN genomique a ete extrait apres culture en milieu liquide YEME 
contenant 4 jag/ml de nosiheptide. L'ADN a ete extrait par traitement au lyzozyme 
et extraction au phenol/chloroforme selon la technique decrite par Hopwood et al. 
30 (1985). Plusieurs Southerns ont ete realises avec TADN total de ces differents sous 
clones digeres par les enzymes de restriction EcoRI et Asel. Le fragment de 8.9 kb 
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issu du pVRC1303 digere par EcoRI a ete utilise comme sonde apres marquage par 
random priming obtenu avec le (a -32P) dCTP et le kit de marquage (Random 
primed DNA labeling kit) commercialise par Amersham. Les techniques utilisees 
sont celles decrites par Sambrook et al. (1989). Les resultats d'hybridation (bandes 
5 correspondant a 6.83, 3.42, 3.125 et 2.06 kb) ont montre clairement que les sous- 
clones ont ete obtenus par simple crossing over entre le vecteur pVRC1306 et le 
chromosome de la souche SP216. L'ADN de la souche SP216 presente les bandes 
correspondant a 4.42, 3.125 et 2.06 kb mais ne presente pas la bande 
correspondant a celle de 6.83 kb. 

10 Un de ces clones a ete nomme SP2 1 6: rpVRC 1306. 

La deuxieme etape consiste a selectionner un deuxieme evenement de 
recombinaison homologue entre les regions chromosomique et plasmidique situees 
en aval du gene papM a partir de la souche SP216::pVRC1306 (cf figure 13). 
Cette etape conduit a la selection de clones recombinants ayant echange le gene 
15 papM delete par la cassette Q-Km avec le gene papM allele 49/66 ; le phenotype 
attendu des clones recombinants est (Kana s 5 Nosi s ). 

A partir du clone SP216::pVRC1306, 2 cycles de croissance ont ete realises 
a 30 °C sur un agitateur rotatif a la vitesse de 325 rpm afin de favoriser le 
deuxieme evenement de recombinaison. Le premier cycle a ete fait avec 200 ^1 

20 d'un stock de spores de SP216::pVRC1306 dans 10 ml de milieu YEME 
(conditions de culture : 30 °C, 280 rpm, 72 heures), le deuxieme cycle a ete fait 
avec 800 ^1 de la suspension du premier cycle dans 40 ml de milieu YEME 
(conditions de culture : 30 °C, 280 rpm, 72 heures). La deuxieme culture a ete 
centrifiigee 15 mn a 3500 tr/mn, le culot a ete repris dans 600 |il d'eau + Tween 

25 0.01% et cette suspension a ete etalee sur milieu HT pour obtenir des tapis de 
spores. Afin de purifier les clones recombinants issus de cette culture liquide, les 
spores ont ete recoltees et des suspensions diluees de ces spores ont ete etalees sur 
milieu HT pour obtenir des colonies isolees. 

Pour selectionner des clones ayant le phenotype desire (Kana s ? Nosi s ), 1000 
30 colonies isolees ont ete repiquees et screenees. Ces colonies ont ete repiquees 
automatiquement sur milieu HT sans antibiotique et sur milieu HT avec 10 |ig/ml 
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de kanamycine. Cette premiere etape a permis de selectionner 18 clones 
recombinants Kana s . A partir du milieu HT sans antibiotique, ces 18 clones ont ete 
repiques manuellement sur milieu HT sans antibiotique, sur milieu HT avec 10 
|ig/ml de kanamycine et sur milieu HT avec 400 |ig/ml de nosiheptide. Trois 
5 clones recombinants ayant le phenotype (Kana s 5 Nosi s ) ont ete selectionnes comme 
etant potentiellement issus d'evenement de double crossing over. Ces clones ont 
ete purifies, un stock de spores a ete fait a partir de tapis de spores ainsi qu'une 
analyse genomique; les methodes utilisees etant decrites ci-dessus. 

L'analyse chromosomique des sous-clones recombinants est faite en deux 
10 etapes : la premiere etape consiste a verifier que le gene papM allele 49/66 est 
present et que les regions chromosomiques en amont et en aval de ce gene n'ont 
pas ete modifiees. La deuxieme etape consiste a verifier Tabsence de fragment 
d'ADN correspondant a la cassette W-Km et au plasmide pDH5. 

Pour la premiere etape, des preparation d'ADN genomique des clones 
15 recombinants et des analyses d'ADN total en Southern Blot ont ete realises selon 
les methodes citees plus haut. L'ADN total a ete digere par les enzymes de 
restriction EcoRI et Asel. Le plasmide pVRC721 a ete digere par Mlul (insert de 
1.7 kb contenant le gene papM allele 49/66). Ce fragment marque a servi de sonde 
qui hybride avec un fragment correspondant a une bande de 6.83 kb. 

20 D'autre part V ADN total a ete digere par Sail. Des fragments marques issus 

du pVRC409 et du pVRC803 (contenant les regions amont et aval du gene papM 
de la souche SP213, Blanc et al., 1994; Blanc et al., 1997) ont servis de sonde. Ces 
fragments ont permis de reveler, apres hybridation, 7 bandes (2.45, 0.190, 2.150, 
0.725, L55, 0.4 et 0.55 kb). 

25 La deuxieme etape a consiste a verifier qu'il n'y avait plus de fragment de 

DNA correspondant a la cassette Q -Km ou au plasmide pDH5. L'ADN total a ete 
digere par EcoRI et Asel. Le fragment Hindin du pHP45 Q -Km (Fellay et all., 
1 987) de 2.2 kb (cassette Q -Km) ainsi que le pDH5 ont ete utilises comme sonde. 

Les trois clones recombinants presentent un profil chromosomique 
30 (figurel3) qui confirme la presence du gene papM allele 49/66 et l'absence du gene 
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de resistance a la kanamycine ainsi que du fragment correspondant au plasmide 
pDH5. Ces elements indiquent que renvironnement genomique du gene papM 
allele 49/66 est intact. Un clone a ete retenu et a ete nomme souche SP217. 

De la meme fa?on d'autres souches de & pristinaespiralis integrant le gene 
5 papM mute allele 49/66 ou le gene papM allele 66 ont ete construites. II s'agit des 
souches : 

- SP101 issue de la transformation de la souche SP 92 avec le plasmide 
pVRC 13 06 portant le gene papM mute allele 49/66 

- SP218 issue de la transformation de la souche SP216 avec un plasmide equivalent 
10 au pVRC1306 mais dans lequel le gene papM mute allele 49/66 a ete remplace par le 

gene papM mute allele 66. 



9.2. Production de pristinamycines par les souches P. pristinaespiralis SP213, 
SP217, SP218, SPlOOet SP101 

15 Cet exemple montre la production de pristinamycines avec les differents 

mutants. II illustre notamment Taugmentation de production de PIB des mutants 
papM mute allele 49/66 (souche SP217) et des mutants papM allele 66 (souche 
SP218) par rapport a la souche temoin papM wt (souche SP213). L'effet du gene 
papM mute allele 49/66 (souche SP101) a egalement ete compare par rapport a la 

20 souche temoin papM wt (souche SP92). 

Les techniques de production , d'extraction et de dosage des pristinamycines 
sont identiques a celles decrites dans Pexemple 8.2. 

Les niveaux de production de differentes pristinamycines exprimes par rapport 
au taux de PIA des souches temoins (SP213 et SP92) sont presentes dans le tableau 
25 ci-dessous. 



Souche 


PIA 


PIB 


PINH2 


Autres PI 



50 



SP213(papMwt) 


474 


39 


0 


25 


SP217(papM 49/66) 


0 


162 


57 


19 


SP218(papM 66) 


19 


271 


14 


32 












Souche 


PIA 


PIB 






SP92 (papM wt) 


100 


3 






SP101 (papM 66) 


0 


11 







Tableau 9 : production de pristinamycines PI pour differentes souches S. 
pristinaespiralis. Les valeurs de PI produites sont donnees en mg/litre 

Ces resultats confirment que les genes exprimant les variants du polypeptide papM 
5 selon 1' invention conferent aux souches de S. pristinaespiralis une excellente 
selectivity pour la production de PIB. 



I 
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REVENDICATIONS 

1 . Variant du polypeptide PapM de bacteries du genre Streptomyces, caracterise 
en ce qu'il derive de la sequence du polypeptide PapM sauvage de S. pristinaespiralis 
5 ou d'un polypeptide homologue par remplacement d'un ou plusieurs acides amines 
choisis parmi 

a) le residu Gly 249 du polypeptide Pap M de S. pristinaespiralis 

b) le residu Thr 192 du polypeptide Pap M de S. pristinaespiralis 

c) un residu equivalent a (a) ou (b) dans un polypeptide homologue 

10 2. Variant selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est derive de la 
sequence polypeptidique SEQ ID N°2 et en ce qu'il presente au mo ins une 
substitution en position 249 d'une Glycine par une Serine. 

3. Variant selon la revendication 1 5 caracterise en ce qu'il est derive de la 
sequence polypeptidique SEQ ID N°2 et en ce qu'il presente au moins une 

1 5 substitution en position 192 d'une Threonine par une Isoleucine 

4. Variant selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est derive de la SEQ 
ID N°2 et en ce qu'il presente au moins une substitution en position 249 d'une 
Glycine par une Serine et une substitution en position 192 d'une Threonine par une 
Isoleucine. 

20 5. Acide nucleique codant pour un variant selon Tune des revendications 1 a 4. 

6. Acide nucleique selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il derive de la 

sequence nucleotidique presentee en SEQ ID N°l ou les sequences derivees en raison 
de la degenerescence du code genetique. 



t 
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7. Acide nucleique selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une mutation faux-sens en amont du motif NPPY situe aux positions 1 93 a 
196. 

8. Acide nucleique selon la revendication 7, caracterise en ce que la mutation- 
5 faux sens entraine un changement non-conservatif d'acide amine. 

9. Acide nucleique selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une substitution d'une cytosine en position 658 par une thymine (C658T). 

10. Acide nucleique selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une substitution d'une guanine en position 828 par une adenine (G828A). 

10 11. Acide nucleique selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une substitution d'une guanine en position 828 par une adenine (G828A) et au 
moins une substitution d'une cytosine en position 658 par une thymine (C658T). 

12. ADN recombinant comprenant un acide nucleique selon Tune des 
revendications 5 a 1 1 . 

15 13. Vecteur d'expression a replication autonome et/ou integratif caracterise en ce 
qu'il comprend un acide nucleique selon l'une des revendications 5 a 11 ouun ADN 
recombinant selon la revendication 12. 

14. Vecteur selon la revendication 13, caracterise en ce qu'il comprend tout ou 
partie du vecteur pVRCl 306 tel que represents sur la figure 1 1 . 

20 15. Cellule hote contenant un acide nucleique selon l'une des revendications 5 a 
1 1 et/ou un ADN recombinant selon la revendication 12 et/ou un vecteur d'expression 
selon l'une des revendications 13 ou 14. 
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16. Cellule hote selon la revendication 15, caracterisee en ce qu'elle est choisie 
parmi E.coli, S. pristinaespiralis, Streptomyces olivaceus ATCC12019, Streptomyces 
ostreogriseus ATCC27455, Streptomyces mitakaensis ATCC15297, Streptomyces 
loidensis ATCC 11415, Streptomyces graminofaciens, Streptomyces diastaticus 

5 17. Procede de production d'un variant selon l'une des revendications 1 a 4 5 
caracterise en ce que Ton cultive une cellule hote selon les revendications 15 ou 16 et 
on recupere le polypeptide produit. 

18. Utilisation d'une cellule hote selon les revendications 15 ou 16, exprimant un 
variant selon une des revendications 1 a 4 dans une reaction de bioconversion. 

10 19. Utilisation d'un acide nucleique selon l'une des revendications 5 a 11, pour 
modifier la proportion des differentes composantes B des Streptogramines dans une 
souche productrice de Streptogramines. 

20. Utilisation selon la revendication 19 pour la production de PIB caracterisee 
en ce que l'acide nucleique utilise est un acide nucleique codant pour un variant selon 

15 Tune des revendications 1 a 4 et la souche productrice de Streptogramine est une 
souche de S. pristinaespiralis. 

21. Utilisation selon la revendication 19 pour la production de PIA caracterisee 
en ce que l'acide nucleique utilise est un acide nucleique codant pour un variant selon 
la revendication 8 ei la souche productrice de Streptogramine est une souche de S. 

20 pristinaespiralis. 

22. Procede de production d'une ou plusieurs composantes B des 
Streptogramines caracterise en ce que : 

- on inactive dans une souche productrice de Streptogramines ou 
potentiellement productrice de Streptogramines le gene papM et on 
25 introduit une ou plusieurs copies d'un acide nucleique codant pour un 

variant de papM tel que defini selon Tune des revendications 1 a 4 , 
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- on cultive ladite souche dans des conditions de production des 
Streptogramines, et, 

- on recupere la ou les composantes B des Streptogramines produites. 

23. Procede selon la revendication 22, caracterise en ce que la souche 
5 productrice de Streptogramines est une souche productrice de Pristinamycines derivee 
de S. pristinaespiralis et de preference derivee de la souche S. pristinaespiralis SP92 
ou des souches Streptomyces olivaceus ATCC12019, Streptomyces ostreogriseus 
ATCC27455, Streptomyces mitakaensis ATCC15297, Streptomyces lo'idensis 
ATCC1 1415, Streptomyces graminofaciens, Streptomyces diastaticus. 

10 24. Procede selon Tune des revendications 22 ou 23, caracterise en ce que la 
souche productrice de Streptogramines est une souche qui produit une quantite reduite 
ou non detectable de composantes A des Streptogramines 

25. Procede selon la revendication 23, caracterise en ce qu'il s'agit d'une souche 
derivee de S. pristinaespiralis SP213 

15 26. Procede selon Tune des revendications 22 a 25, caracterise en ce que 
I 5 introduction de r acide nucleique codant pour un variant de PapM selon Tune des 
revendications 1 a 4 se fait en remplacement de la forme sauvage du gene papM. 

27. Procede selon la revendication 26 utile pour la production de PIB caracterise 
en ce que la forme sauvage du gene papM est remplacee par un acide nucleique 

20 codant pour un variant selon l'une des revendications 1 a 4. 

28. Procede selon Tune des revendications 22 a 27 utile pour la production de 
PINH2 caracterise en ce que la forme sauvage du gene papM est remplacee par un 
acide nucleique codant une forme inactive du polypeptide papM. 

29. Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que la souche utilisee 
25 comprend un gene papM presentant la double mutation (G828A) (C658T). 

30. Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que la souche utilisee 
comprend un gene papM presentant la mutation (G828A). 

31. Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que la souche utilisee 
comprend un gene papM presentant la mutation (C658T). 
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32. Souche mutante de S. pristinaespiralis caracterisee en ce qu'elle comprend 
un acide nueleique selon Tune des revendications Sail. 

33. Souche selon la revendication 32 5 caracterisee en ce qu'il s'agit de la souche 
souche S. pristinaespiralis SP217. 

34. Souche selon la revendication 32, caracterisee en ce qu'il s'agit de la souche 
souche S. pristinaespiralis SP10L 

35. Souche selon la revendication 32, caracterisee en ce qu'il s'agit de la souche 
S. pristinaespiralis SP218. 

36. Utilisation de la souche S. pristinaespiralis SP21 7 pour la production de PIB 

37. Utilisation de la souche S. pristinaespiralis SP101 pour la production de 
PIB. 

38. Utilisation de la souche 5. pristinaespiralis SP218 pour la production de 
PIB. 

39. Utilisation de la souche S. pristinaespiralis SP216 pour la production de 
15 PINH2. 

40. Proc£de de selection d'un variant polypeptide PapM selon Tune des 
revendications 1 a 4, selon lequel : 

• on realise une etape de de mutagenese chimique sur le gene papM de S. 
pristinaespiralis ou un gene homologue clone dans un plasmide , 

20 • on realise une banque en transformant une souche receptrice avec les plasmides 
mutagenises a l'etape (a) , 

• on selectionne les clones qui presentent une activite de methylation telle que le 
ratio « r » des quantites de substrat de methylation transformees par unite de temps 
avec r = Substrat 1 / (Substrat 1 + Substrat 2) presente un rapport superieur ou egal 

25 a 0.6. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<1 10> AVENTIS PHARMA S.A. 



5 <1 20> Nouveaux variants du polypeptide papM de bacteries du 
genre Streptomyces 

<130> Polypeptide PapM 

10 <140> FR0208057 
<141> 2002-06-28 

<160>2 

1 5 <1 70> Patentln Ver. 2. 1 

<210> 1 
<211> 1052 
<212> ADN 
20 <213> Streptomyces pristinaespiralis 

<220> 
<221>CDS 
<222> (84)..(962) 

25 

<400> 1 

ctcgaggacg agtggatcgc ctccggcggc gcccccgtcc ccacgcccgt gcacgcgtcc 60 

gcgtccgcgc ggggggccgt gtc gtg acc gcc gcc gca ccc acc etc gec cag 113 
30 ~ ^ ~ ValThr Ala Ala Ala Pro Thr Leu Ala Gin 

1 5 10 

gcg ctg gac gag gcc acc ggg cag ctg acc ggc gcc ggg ate acc gcc 1 6 1 
Ala Leu Asp Glu Ala Thr Gly Gin Leu Thr Gly Ala Gly He Thr Ala 
35 15 20 25 

gac gcc gcc egg gcc gac acc egg ctg ctg gcc gcc cac gcc tgc cag 209 
Asp Ala Ala Arg Ala Asp Thr Arg Leu Leu Ala Ala His Ala Cys Gin 
30 " 35 40 

40 

gtc gcc ccg ggg gac etc gac acc tgc ctg gcc ggc ccg gtg ccg ccc 257 
Val Ala Pro Gly Asp Leu Asp Thr Cys Leu Ala Gly Pro Val Pro Pro 
45 50 55 

45 egg ttc tgg cac tac gtc egg cgc cgt ctg acc cgc gaa ccc gcc gaa 305 



2 



Arg Phe Trp His Tyr Val Arg Arg Arg Leu Thr Arg Glu Pro Ala Glu 
60 65 70 

cgc ate gtc ggc cac gec tac ttc atg ggc cac cgc ttc gac ctg gee 353 
Arg lie Val Gly His Ala Tyr Phe Met Gly His Arg Phe Asp Leu Ala 
75 80 85 90 



10 



ccc ggc gtc ttc gtc ccc aaa ccc gag acc gag gag ate acc egg gac 401 
Pro Gly Val Phe Val Pro Lys Pro Glu Thr Glu Glu lie Thr Arg Asp 
95 100 105 



15 



gee ate gec cgc ctg gag gec etc gtc cgc cgc ggc acc acc gca ccc 449 
Ala He Ala Arg Leu Glu Ala Leu Val Arg Arg Gly Thr Thr Ala Pro 
110 " 115 120 

ctg gtc gtc gac ctg tgc gec gga ccg ggc acc atg gec gtc acc ctg 497 
Leu Val Val Asp Leu Cys Ala Gly Pro Gly Thr Met Ala Val Thr Leu 
125 130 135 



20 gec cgc cac gta ccg gec gec cgc gtc ctg ggc ate gaa etc tec cag 545 
Ala Arg His Val Pro Ala Ala Arg Val Leu Gly lie Glu Leu Ser Gin 
140 145 150 

gec gec gec cgc gec gec egg cgc aac gec cgc ggc acc ggc gec cgc 593 
25 Ala Ala Ala Arg Ala Ala Arg Arg Asn Ala Arg Gly Thr Gly Ala Arg 
155 160 165 170 



30 



ate gtg cag ggc gac gec cgc gac gec ttc ccc gaa ctg age ggc acc 641 
He Val Gin Gly Asp Ala Arg Asp Ala Phe Pro Glu Leu Ser Gly Thr 
175 180 185 



35 



gtc gac etc gtc gtc acc aac ccg ccc tac ate ccc ate gga ctg cgc 689 
Val Asp Leu Val Val Thr Asn Pro Pro Tyr He Pro He Gly Leu Arg 
190 195 200 

acc tec gca ccc gaa gtg etc gag cac gac ccg ccg ctg gec ctg tgg 737 
Thr Ser Ala Pro Glu Val Leu Glu His Asp Pro Pro Leu Ala Leu Trp 
205 210 215 



40 gec ggg gag gag ggc etc ggc atg ate cgc gec atg gaa cgc acc gcg 785 
Ala Gly Glu Glu Gly Leu Gly Met He Arg Ala Met Glu Arg Thr Ala 
220 225 230 



gec egg ctg ctg gec ccc ggc ggc gtc ctg etc etc gaa cac ggc tec 833 
45 Ala Arg Leu Leu Ala Pro Gly Gly Val Leu Leu Leu Glu His Gly Ser 



3 



235 240 245 250 

tac caa etc gec tec gtg ccc gee ctg ttc cgc gca acc ggc cgc tgg 881 
Tyr Gin Leu Ala Ser Val Pro Ala Leu Phe Arg Ala Thr Gly Arg Tip 
5 255 260 265 

age cac gee teg tec cgt ccc acc tgc aac gac ggc tgc ctg acc gee 929 
Ser His Ala Ser Ser Arg Pro Thr Cys Asn Asp Gly Cys Leu Thr Ala 
270 275 280 

10 

gta cgc aac cac acc tgc gca ccg ccc gec tga cacggcgtca cggcacggcc 982 
Val Arg Asn His Thr Cys Ala Pro Pro Ala 
285 290 

1 5 ggcctgtcgg caacgaccct aegecattga caaaccgacc gtgccgtttt tttaatgtcg 1 042 
gggtggcgga 1052 



20 <210>2 
<211>292 
<212>PRT 

<213> Streptomyces pristinaespiralis 
25 <400> 2 

Val Thr Ala Ala Ala Pro Thr Leu Ala Gin Ala Leu Asp Glu Ala Thr 
15 10 15 

Gly Gin Leu Thr Gly Ala Gly lie Thr Ala Asp Ala Ala Arg Ala Asp 
30 20 25 30 

Thr Arg Leu Leu Ala Ala His Ala Cys Gin Val Ala Pro Gly Asp Leu 
35 40 45 

35 Asp Thr Cys Leu Ala Gly Pro Val Pro Pro Arg Phe Tip His Tyr Val 
50 55 60 

Arg Arg Arg Leu Thr Arg Glu Pro Ala Glu Arg He Val Gly His Ala 
65 70 75 80 

40 

Tyr Phe Met Gly His Arg Phe Asp Leu Ala Pro Gly Val Phe Val Pro 
85 90 95 

Lys Pro Glu Thr Glu Glu lie Thr Arg Asp Ala He Ala Arg Leu Glu 
45 100 105 110 
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Ala Leu Val Arg Arg Gly Thr Thr Ala Pro Leu Val Val Asp Leu Cys 
115 120 125 

5 Ala Gly Pro Gly Thr Met Ala Val Thr Leu Ala Arg His Val Pro Ala 
130 135 140 

Ala Arg Val Leu Gly He Glu Leu Ser Gin Ala Ala Ala Arg Ala Ala 
145 ~ 150 155 160 

10 

Arg Arg Asn Ala Arg Gly Thr Gly Ala Arg He Val Gin Gly Asp Ala 
165 170 175 

Arg Asp Ala Phe Pro Glu Leu Ser Gly Thr Val Asp Leu Val Val Thr 
15 180 185 190 

Asn Pro Pro Tyr lie Pro He Gly Leu Arg Thr Ser Ala Pro Glu Val 
195 200 205 

20 Leu Glu His Asp Pro Pro Leu Ala Leu Trp Ala Gly Glu Glu Gly Leu 
210 215 220 

Gly Met He Arg Ala Met Glu Arg Thr Ala Ala Arg Leu Leu Ala Pro 
225 230 235 240 

25 

Gly Gly Val Leu Leu Leu Glu His Gly Ser Tyr Gin Leu Ala Ser Val 
245 250 255 

Pro Ala Leu Phe Arg Ala Thr Gly Arg Trp Ser His Ala Ser Ser Arg 
30 260 265 270 

Pro Thr Cys Asn Asp Gly Cys Leu Thr Ala Val Arg Asn His Thr Cys 
275 " 280 " 285 



35 



Ala Pro Pro Ala 
290 
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Figure 1 
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Figure 2 



4/13 




SAM 



OH 




Methylation 1 



MM PAPA 




Me^ /Me' 
N 



SAM SAH 



J— 



Methylation 2 




MMPAPA 



NH 2 

DMPAPA 



Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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M T A A A ' P 5? X: A Q A I. D 2 A T G Q 13 

GTG ACC GCC GCC GCA CCC ACC CTC GCC CAG GCG CTG GAG GAG GCC ACC GGG CAG 54 

X T GAG X T A D A A 3. A D 3? R T. T. 35 

CTG ACC GGC GCC GGG ATC ACC GCC GAC GCC GCC CGG GCC GAC ACC CGG CXG CTG 1 0S 

A A H A C Q V A P G ■ D X- D T C X A G 54 

GCC GCC CAC GCC TGC CAG GTC GCC CCG GGG GAC CTC GAC ACC TGC CTG GCC GGC 152 

P V P PR F W H Y V . R HP X T P jg P 72 

CCG GTG CCG CCC CGG TTC TGG CAC TAC GTC CGG CGC CGT CTG ACC CGC GAA CCC 216 

ASPIVGHAYFMGH PFDXA .90 

GCC GAA CGC ATC GTC GGC CAC GCC TAC TTC ATG GGC CAC CGC TTC GAC CTG GCC 270 



P-GVF.VPXPE T £ E J TP. DAT 108 
CCC GGC GTC TTC GTC CCC AAA CCC GAG ACC GAG GAG ATC ACC CGG GAC : GCC ATC 324 

APX.EAXVRP G T P A P . X V V D 126: 
GCC CGC CTG GAG GCC CTC GTC CGC CGC GGC ACC CCC GCA CCC CTG GTC GTC GAC 378- 

X C.A GPGTMA VT X A R H V P A 144 
CTG TGC GCC GGA CCG GGC ACC ATG GCC GTC ACC CTG GCC CGC CAC GTA CCG GCC 432 

A R V X G X E X S Q A A A R '. A A R P 1 62 

GCC CGC GTC CTG GGC ATC GAA CTC TCC CAG GCC GCC GCC CGC GCC GCC CGG CGC 48 6 

STAR" *GT G AR I VQGDAR DA F 180 
AAC GCC CGC GGC ACC GGC GCC CGC ATC GTG CAG GGC GAC GCC CGC GAC GCC TTC 540 

T3ar>Ile 

PEXSGTVDXVVTN.PPYXP 198 

CCC GAA CTG AGC GGC ACC GTC GAC CTC GTC GTC ACC AAC CCG CCC "TAC ATC CCC 5 94 

T T T T 

«<<««rautant 6 6»»»»>>» 

X. GXRTSAPEV.XSHDPPXA 216 

,ATC GGA CTG CGC ACC TCC GCA CCC GAA GTG CTC GAG CAC GAC CCG CCG CTG GCC 648 

_X_ _W_ _A_ _G^ _2_ _G_ __X_ _G_ M X__ _R A M E R- T A 234 

CTG TGG GCC GGG GAG GAG GGC CTC GGC ATG ATC CGC GCC ATG GAA CGC ACC GCG 702 
e 

Gly>Se3T 

APXXAP'GGVXXXEHGSYQ 252 
GCC CGG CTG CTG GCC CCC GGC GGC GTC CTG CTC CTC GAA CAC GGC TCC TAC : CAA .75 6 

A 

mutant 4 9 

X A S V P A X F P A T G R ' W S-H'A S ' 270 

CTC GCC TCC GTG CCC GCC CTG TTC CGC GCA ACC GGC CGC TGG AGC CAC GCC TCG 8 1 0 

S P ? T'CND G C X T.AV R N H T C 2 38 

TCC CGT CCC ACC TGC AAC GAC GGC TGC CTG ACC GCC GTA CGC AAC CAC ACC TGC* 8 64 



A P P A * * 293 

GCA CCG CCC GCC TGA • 879 



Figure 7 
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